SINTESI, STUDIO E APPLICAZIONI DI IONOFORI ARTIFICIALI by FREGONESE, MASSIMO
Dottorando 
UNIVERSITÀ DEGLI STUDI DI TRIESTE 
XVII Ciclo del 
DOTTORATO DI RICERCA IN SCIENZE CHIMICHE 
2002- 2004 
SINTESI, STUDIO E APPLICAZIONI 
DI IONOFORI ARTIFICIALI 
Massimo Fregonese ''(~ 
Coordinatore del Collegio dei Docenti 
Chiar.ma Prof. Giuliana Pitacco 
(511)l~·a~ 
Relatore 
Chiar.mo Prof. Paolo Tecilla 
RIASSUNTO 
Le membrane biologiche rappresentano fondamentali strutture organizzate 
capaci di isolare l'ambiente cellulare, permettendo allo stesso tempo una 
comunicazione selettiva e regolata con l'ambiente esterno. In particolare il 
trasporto di ioni, quali protoni, ioni sodio, potassio, calcio, ecc., è finemente 
calibrato e una regolazione non accurata può portare alla morte cellulare. 
È noto che molti farmaci antimicotici e antibatterici agiscono sulle 
membrane cellulari modificandone la permeabilità. Alcune di queste molecole 
aggregano a livello della membrana formando canali, pori o in generale difetti che 
aumentano notevolmente la velocità di influsso o efflusso di ioni. La maggior parte 
di questi ionofori sono anfipatici e questa caratteristica strutturale permette la loro 
simultanea interazione con le catene idrofobe del doppio strato e con specie 
idrofile (ioni e molecole polari). 
Prendendo esempio da queste evidenze sperimentali e dalle caratteristiche 
strutturali di alcuni ionofori naturali, come Anfotericina B e Squalamina, in questo 
lavoro di Tesi si sono progettati, sintetizzati e analizzati alcuni nuovi ionofori 
artificiali, accomunati dagli stessi motivi strutturali: un'unità idrofobica rigida, 
formata da un oligopeptide di acido a-amminoisobutirrico (Aib ), una catena 
idrofilica polieterea o poliamminica e due gruppi terminali polari, fosfato e 
ammonio, capaci di formare un ponte salino dando così origine ad una struttura 
pseudo-macrociclica. In questa conformazione la molecola può oltrepassare solo 
metà del doppio strato e, nel caso di un meccanismo barrel-stave, l'allineamento di 
due aggregati, che risiedono nei due distinti foglietti fosfolipidici, è condizione 
necessaria per la formazione del canale. 
L'attività ionoforica è stata valutata su liposomi, ottenuti con tecniche di 
estrusione, i quali rappresentano un buon modello di membrana e si dimostrano 
molto utili nell'investigare i processi di trasporto attraverso doppi strati 
fosfolipidici. Il trasporto di protoni è stato studiato mediante tecniche 
fluorimetriche, mentre nel caso di ioni sodio è stato utilizzata la spettroscopia 
NMR del 23N a. In tutti i casi la permeabilità del doppio strato sia a protoni che a 
ioni sodio viene fortemente aumentata in seguito all'aggiunta di quantità variabili di 
ionoforo e l'analisi dei dati cinetici mostra l'esistenza di un processo cooperativo, in 
cui un ristretto numero di molecole forma un aggregato che altera la permeabilità 
di membrana. Per comprendere meglio il meccanismo d'azione di queste molecole, 
sono stati preparati alcuni analoghi modificati e, in particolare, un dimero con una 
lunghezza sufficiente da oltrepassare completamente il doppio strato e alcune 
molecole di controllo con uno o entrambi i gruppi terminali mascherati da gruppi 
proteggenti. 
Inoltre, sono stati condotti dei saggi biologici preliminari al fine di valutare 
le proprietà antibatteriche e antimicotiche dei composti sintetizzati, nonchè la loro 
capacità di permeabilizzare le membrane interna ed esterna di un particolare ceppo 
di Escherichia coli. 
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1. INTRODUZIONE 
1.1. MEMBRANE BIOLOGICHE 
Le membrane biologiche sono entità organizzate la cui funzione primaria è 
quella di contenere, suddividere in compartimenti e regolare il flusso di metaboliti e 
molecole di varia natura in un organismo vivente. La loro presenza è quindi 
essenziale per lo sviluppo della vita stessa in quanto esse evitano che il materiale 
cellulare venga disperso, permettono l'esecuzione simultanea di un numero 
estremamente elevato di processi metabolici, evitano l'intrusione di sostanze 
indesiderate e permettono l'instaurarsi della tipica asimmetria cellulare: la 
concentrazione di ioni sodio all'esterno della cellula è normalmente 150 mM 
mentre quella all'interno è 10 mM; al contrario la concentrazione di ioni potassio 
all'esterno è 5 mM e all'interno è 150 mM.1 
La composizione della membrana varia notevolmente a seconda del tipo di 
organismo considerato e, all'interno di uno stesso organismo, dipende dal tipo di 
cellula; in ogni caso i componenti principali sono i glicerofosfolipidi, costituenti la 
matrice della membrana stessa, in cui è immersa tutta una serie di componenti 
diversi, prime fra tutti le proteine (Figura 1.1). 
! 
8 
Figura 1.1. Sezione di una membrana cellulare. 
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I glicerofosfolipidi sono molecole anfipatiche costituite da una testa polare e 
da due catene idrocarburiche idrofobiche- Poiché l'ambiente extra- ed intracellulare 
è sostanzialmente acquoso, i fosfolipidi tendono ad aggregare testa contro testa, 
catena contro catena, formando così degli estesi foglietti con una superficie 
idrofilica, costituita dalle teste polari, e una idrofobica, formata dalle catene 
idrocarburiche. L'associazione di due di questi foglietti, come indicato in Figura 
1.1, dà origine alla membrana cellulare. 
Più in dettaglio, le catene idrocarburiche dei glicerofosfolipidi sono residui 
di acidi grassi, saturi o insaturi, legati da funzionalità esteree a due ossigeni vicinali 
di una molecola di glicerolo; questa costituisce parte della testa polare e porta, 
sull'ossigeno terminale rimanente, un gruppo fosfato. A sua volta, il gruppo fosfato 
può essere semplice, come nell'acido fosfatidico, o legato ad una ulteriore 
funzionalità polare: le più comuni sono residui di amminoetanolo, colina, e serma 
(Figura 1.2). 
R, R': residuo di acido grasso saturo o insaturo 
R": niente Ac. fosfatidico 
Fosfatidiletanolamina 
Fosfatidilcolina 
Fosfatidilserina 
Figura 1.2. Struttura generale di un glicerofosfolipide. 
I lipidi appena descritti costituiscono la classe più importante di fosfolipidi. 
Una seconda importante classe di costituenti delle membrane biologiche ha come 
composto base l' amminoalcol a catena lunga sfingosina, anziché il glicerolo, e 
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questo, se legato da legame ammidico ad un acido grasso, dà origine ai ceramidi 
(Figura 1.3). 
R = catena idrocarburica 
Figura 1.3. Struttura generale di un ceramide. 
Ulteriori modifiche, per aggiunta di sostituenti all'ossidrile in posizione C-1 
della sfingosina, portano alla formazione di una varietà di altri lipidi di membrana. 
Ad esempio, quando l'ossidrile è fosforilato da un residuo di fosfocolina, si ottiene 
la sfingomielina (Figura 1.4). 
Figura 1.4. Struttura della sfingomielina. 
Infine, la terza classe importante di lipidi di membrana è costituita dai 
glicosfingolipidi, in cui l'ossidrile libero di un ceramide porta legato uno zucchero. 
Tra gli esempi si ricordano i gangliosidi e i cerebrosidi, i quali, come suggerisce il 
nome, si ritrovano soprattutto nelle membrane delle cellule cerebrali e nervose 
(Figura 1.5). 
5 
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R =catena idrocarburica 
H 
Figura 1.5. Struttura generale di un cerebroside. 
Oltre a queste classi di lipidi, le membrane cellulari contengono numerosi 
altri componenti sia lipidici che non; tra i più importanti vi è sicuramente il 
colesterolo, presente in alcune membrane, come quelle eritrocitarie, in 
concentrazione vicina a quella dei fosfolipidi. Il colesterolo ha effetto sulla fluidità 
di una membrana; infatti il doppio strato fosfolipidico è un sistema estremamente 
dinamico in quanto le lunghe catene idrocarburiche sono caratterizzate da un 
notevole numero di gradi di libertà rotazionali. Al di sotto di una temperatura detta 
critica (Te), le catene paraffiniche sono allineate con tutti i legami singoli in 
conformazione s-trans, mentre al di sopra della Te alcuni legami assumono una 
conformazione s-cis e ciò comporta un aumento del grado di disordine nel doppio 
strato. Questo processo avviene in modo cooperativo e la Te corrisponde ad una 
transizione di fase da una fase più ordinata detta "gel" ad una fase più disordinata 
detta "fluida". Lo stato della membrana influenza tutti i processi cinetici e la sua 
permeabilità, che risulta maggiore a temperature superiori alla T c. L'effetto del 
colesterolo è quello di aumentare il range di fluidità della membrana, senza variare 
considerevolmente la Te (Figura 1.6). 
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Figura 1.6. Modelli tridimensionali di membrana in fase fluida (a destra) e in fase gel (a sinistra). 
Tra i componenti non lipidici presenti nella membrana, ci sono infine 
numerosi tipi di proteine: esse possono essere glicosilate o non (si ricordano tra le 
proteine glicosilate di membrana quelle alla base della differenziazione dei gruppi 
sanguigni), periferiche o integrali. Mentre le proteine periferiche sono inserite 
parzialmente nel doppio strato fosfolipidico (Figura 1.1 ), quelle integrali 
attraversano la membrana da parte a parte; esse presentano dei domini idrofobici 
capaci di interagire con le catene idrocarburiche dei fosfolipidi e molto spesso 
sono coinvolte nel trasporto di sostanze specifiche o nella trasmissione di segnali 
chimici.2 
1.2. MEMBRANE BIOLOGICHE COME TARGET FARMACOLOGICI: 
IL CASO DELLE INFEZIONI FUNGINE 
Le membrane biologiche costituiscono un elemento strutturale e funzionale 
fondamentale per l'esistenza degli esseri viventi. Per questo motivo è facilmente 
comprensibile come siano state oggetto di studio sia per comprendere il loro ruolo 
nei vari processi biochimici in cui sono coinvolte che come bersaglio per lo 
sviluppo di farmaci. Un esempio tipico di quest'ultimo tipo di approccio riguarda il 
controllo delle infezioni fungine. 
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Nel corso degli ultimi trent'anni, la frequenza di infezioni di natura fungina 
è aumentata drammaticamente, in particolar modo tra i pazienti ammalati di 
cancro, diabetici o immunocompromessi. Diversi fattori hanno contribuito a 
questa crescita: 
=> Un migliorato riconoscimento e diagnosi delle infezioni fungine; 
=> Una sopravvivenza prolungata di pazienti con difetti nei meccanismi di 
difesa; 
=> Procedure chirurgiche maggiormente invasive; 
=> L'uso di dispositivi prostetici e cateteri permanenti; 
=> Un'aumentata somministrazione di nutrimento parenterale; 
=> Lo sviluppo di ceppi fungini resistenti ai farmaci attualmente disponibili; 
=> Un aumento nel numero di pazienti affetti da HIV; 
=> L'uso di dialisi peritoneale ed emodialisi. 
In questi pazienti, le infezioni fungine invasive sono causa di morte nel 30% 
dei casi3 e, più in generale, i Funghi, oltre ad essere il più importante agente 
patogeno in agricoltura, sono recentemente saliti al settimo posto come causa di 
morte da infezione negli Stati Uniti. 4 
1.3. FUNGHI 
I funghi, a differenza dei batteri, sono organismi eucarioti, presentano cioè 
cellule con una struttura interna più complessa ed organizzata di quella batterica; 
tutte le cellule sono circondate da una membrana plasmatica e all'interno ulteriori 
membrane suddividono il cito sol in differenti regioni o compartimenti (organelli), 
in ognuno dei quali hanno luogo specifiche funzioni, come ad esempio la 
respirazione cellulare. Tutta questa compartimentazione è mancante nelle cellule 
procariote, le quali presentano invece regioni specializzate della membrana 
plasmatica in luogo degli organelli. Le cellule procariote sono anche prive di 
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nucleo, presente invece in quelle eucariote. Il nucleo è separato dal citosol da una 
membrana nucleare e contiene il DNA cellulare. 
I funghi presentano inoltre una parete cellulare, cioè una matrice polimerica 
costuituita in genere da chitina e cellulosa, localizzata esternamente attorno alla 
membrana plasmatica che fornisce resistenza meccanica e resistenza alla lisi per 
shock osmotico, mentre normalmente non gioca alcun ruolo nella regolazione dei 
processi di trasporto attraverso la membrana. 
I funghi sono presenti in molti ecosistemi terrestri, mentre solo una piccola 
percentuale è acquatica. Essi sono organismi eterotrofi, non sono in grado, cioè, di 
produrre autonomamente i nutrimenti necessari; vivono come saprofiti, traendo il 
nutrimento da sostanza organica in decomposizione, come parassiti biotrofi, 
responsabili delle inf ezion fungine, come parassiti necrotrofi, i quali in una fase 
parassitaria provocano la rapida morte dell'organismo ospite e successivamente 
passano ad un tipo di vita saprofitica su resti morti, oppure come simbionti, cioè in 
intima associazione con un organismo di una specie differente con reciproco 
vantaggio, ad esempio i licheni.s 
A causa del carattere eucariota dei funghi (patogeno) e quindi della loro 
notevole somiglianza biologica con gli animali (ospite), target farmacologici in 
grado di distinguere il patogeno dall'ospite non sono di facile individuazionein 
quanto un farmaco antimicotico, attivo su una cellula fungina, può agtte con 
modalità simili anche su cellule dell'ospite, dando origine a effetti collaterali 
dannosi per l'ospite stesso.4 
1.4. FARMACI ANTIMICOTICI 
La Figura 1. 7 mostra i target dei farmaci antimicotici attualmente utilizzati o 
m fase di sperimentazione clinica. Come si vede, questi target sono abbastanza 
diversificati, sebbene tutti, direttamente o indirettamente, siano focalizzati sulla 
parete e sulla membrana cellulare. 6 
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Figura 1. 7. Principali target di farmaci antimicotici. 
Per molti anru, il trattamento della maggior parte delle infezioni fungine 
invasive è stato limitato essenzialmente ali' Anfotericina B (AmB) e alla Flucitosina 
(5-FC), fino a che, verso la fine degli anni ottanta, furono introdotti il Fluconazolo 
e l'Itraconazolo7 (Figura 1.8). 
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Anfotericina B Flucitosina 
Fluconazolo I traconazolo 
Figura 1.8. Strutture dei principali farmaci antimicotici. 
L' anfotericina B fa parte degli agenti antimicotici polienici, assieme alla 
nistatina. Il suo modo d'azione è atipico per un farmaco antimicrobico: invece di 
inibire un enzima, l'anfotericina B si lega all'ergosterolo, contenuto nella membrana 
plasmatica, perturbando le funzioni della membrana stessa e modificandone la 
permeabilità; in questo modo, oltre ad aumentare la permeabilità della membrana a 
ioni mono- e divalenti, ci può essere una perdita del contenuto citosolico e, in 
ultima analisi, morte cellulare. 
Ad ogni modo, non è ancora noto il preciso meccanismo d'azione: si pensa 
che la selettività per membrane fungine sia dovuta alla maggior quantità di 
ergosterolo presente in queste rispetto alle membrane dei mammiferi, ricche invece 
di colesterolo: i due steroli, seppur strettamente correlati, hanno uno una forma 
cilindrica (ergosterolo), l'altro una forma sigmoidale (colesterolo) (Figura 1.9) e 
questo potrebbe spiegare la differente interazione con AmB. Studi di dinamica 
molecolare8 hanno dimostrato che effettivamente il complesso AmB-ergosterolo 
risulta più stabile di quello AmB-colesterolo. 
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Amphoterlcin B Ergosterol Cholesterol 
Figura 1.9. Modelli tridimensionali di anfotericina B, ergosterolo e colesterolo. 
In ogni caso la selettività è piuttosto bassa e ciò ha come conseguenza una 
tossicità relativamente alta, soprattutto a livello renale. 
Nei primi anni ottanta, diversi gruppi di ricerca svilupparono nuove 
formulazioni di anfotericina B incorporandola in liposomi. 3 La scelta si rivelò 
vincente, tanto che ad oggi la formulazione liposomiale è comunemente utilizzata: 
il grosso vantaggio dell'utilizzo dei liposomi è la capacità di trasportare il farmaco 
all'interno dell'organismo senza esporlo a organi e tessuti sensibili e di rilasciarlo in 
concentrazioni elevate al sito bersaglio; in tal modo, mentre la massima dose 
tollerabile di anfotericina B è di circa 1 mg/kg/ giorno, tale dose può essere 
aumentata fino a cinque volte utilizzando anfotericina B liposomiale. 
Altri farmaci hanno invece un meccanismo d'azione completamente 
diverso. La flucitosina, ad esempio, viene dapprima convertita in 5-fluorouracile 
all'interno della cellula bersaglio e questo viene incorporato nell'RNA, causando 
una prematura terminazione di catena. Inoltre, il 5-fluorouracile inibisce la sintesi 
del DNA. Perché questo avvenga, è necessario che la cellula target possieda una set 
di enzimi e in particolare una permeasi per far passare attraverso la membrana la 
flucitosina, una deaminasi per convertirla in 5-fluorouracile e una transferasi per 
convertire questo in un substrato adatto alla sintesi di acidi nucleici. Poiché molte 
specie di funghi sono prive di uno o di tutti questi enzimi, la flucitosona può 
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risultare inefficace in molti casi ed è perciò normalmente utilizzata come farmaco 
aggiuntivo, piuttosto che come terapia primaria.6 
Gli azoli (Fluconazolo, Itraconazolo, Voriconazolo, Ravuconazolo, ecc.) 
costituiscono la classe più ampia di agenti antimicotici di uso clinico. Essi 
intevengono nel cammino biosintetico dell'ergosterolo: interagendo con il 
citocromo P-450, causano una inibizione della sintesi dell'ergosterolo con 
formazione di steroli aberranti e tossici nella membrana cellulare. 7 
Un altro farmaco che interviene nel cammino biosintetico dell'ergosterolo è 
la terbinafina (Figura 1.1 O): inibendo la squalene epossidasi, induce gli stessi effetti 
causati dagli azoli. 
Per quanto riguarda i farmaci in fase di sperimentazione clinica, oltre a 
nuovi azoli, sono molto interessanti e promettenti le echinocandine: esse sono 
metaboliti fungini secondari, costituiti da un esapeptide ciclico e da una catena 
laterale lipidica (Figura 1.10). Il loro target è un complesso di proteine responsabile 
della sintesi di P-1,3-glucani essenziali per la costruzione della parete cellulare; 
questo target rappresenta quindi una novità e, come è successo nel caso del 
trattameto dell'infezione da HIV, una terapia combinata con echinocandine e azoli 
è attualmente uno strumento terapeutico molto interessante da esplorare.6 
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Figura 1.10. Strutture degli antimicotici terbinafina, anidulafungina (echinocandine) e GM193663 
(sordarine). 
Infine, la classe di antimicotici delle sordarine (Figura 1.1 O), sebbene non 
sviluppate per uso clinico, merita attenzione perché ha come target la sintesi 
proteica, da sempre considerata un bersaglio attraente. Normalmente l'applicazione 
di quest'idea al campo della terapia antimicotica è un compito estremamente 
difficile, data la natura eucariota dei Funghi e quindi l'alto grado di similarità fra la 
sintesi proteica fungina e quella nei Mammiferi. Questo non è invece il caso delle 
sordarine, le quali non intervengono nella sintesi proteica nei Mammiferi ma solo 
nei Funghi e potrebbero essere quindi un buon candidato per la sperimentazione 
clinica futura. 
In ogni caso, il farmaco di elezione nel trattamento delle infezioni fungine 
resta l' anfotericina B che, come visto, agisce alterando la permeabilità della 
membrana cellulare. Un simile meccanismo è anche presente in numerosi altri 
farmaci, normalmente a base peptidica, che agiscono come antibatterici. Queste 
considerazioni hanno stimolato un notevole interesse verso lo studio di sistemi 
sintetici in grado di alterare la permeabilità di membrane, sia come studio 
fondamentale al fine di comprendere i parametri importanti alla base di tale 
processo che nell'ottica dello sviluppo di nuovi farmaci antimicotici e antibatterici. 
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Spesso questi studi hanno utilizzato al posto delle membrane biologiche dei 
modelli di membrana e tra questi i liposomi occupano un posto particolare. 
1.5. LIPOSOMI COME MODELLI DI MEMBRANA BIOLOGICA 
I fosfolipidi hanno una struttura varia, ma presentano la caratteristica 
comune di essere anfipatici cioè di avere una porzione polare ed una apolare. ono 
molecole poco solubili in acqua ma grazie alla loro anfipaticità si aggregano 
spontaneamente e formano dei doppi strati in cui la parte polare viene esposta 
all'acqua mentre le catene alchiliche si allineano le une contro le altre. Attraverso 
delle tecniche, quali l'estrusione,9 è possibile trasformare questi aggregati spontanei 
in liposomi, che sono delle vescicole sferiche formate da un doppio strato di 
fosfolipidi chiuso su se stesso (Figura 1.11). Si viene così a formare una "piscina 
d'acqua" all'interno del liposoma separata da una barriera divisoria, la membrana, 
dall'acqua esterna: infatti il doppio strato lipidico è impermeabile a ioni o molecole 
polari e quindi utilizzando i liposomi è possibile studiare fenomeni di trasferimento 
di substrati dall'interno verso l'esterno o viceversa. In questo senso i liposomi 
rappresentano un buon modello di membrana biologica. 
Figura 1.11. Sezione di un liposoma. 
I liposomi hanno una struttura ordinata e organizzata ed il loro grado di 
ordine dipende dalla temperatura, come succede per le membrane naturali. 
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Le dimensioni dei liposomi v~iano notevolmente e dipendono dal modo in 
cui vengono preparati: il loro diametro è compreso tra i 20 nm ed i 500 nm e si 
possono ottenere liposomi anche multistrato formati da più doppi strati lipidici 
concentrici. Per gli studi di permeazione della membrana si utilizzano normalmente 
liposomi unilamellari di piccole dimensioni ottenuti per sonicazione (Small 
Unilamellar Vesicle, SUV) o liposomi di dimensioni più elevate ottenuti per 
estrusione (Large Unilamellar Vesicle, LUV).9 
1.6. ALTERAZIONE DELLA PERMEABILITÀ DI MEMBRANA 
Il flusso di sostanze tra l'interno e l'esterno della cellula deve essere 
finemente regolato, infatti la cellula deve lasciar entrare metaboliti e sostanze 
nutritive e impedire l'ingresso di sostanze nocive. I meccanismi con i quali le 
sostanze entrano ed escono sono di diversi tipi: tre di questi, la diffusione passiva, 
il trasporto facilitato e il trasporto attivo, coinvolgono generalmente molecole 
relativamente piccole o ioni. Accanto a questi ci sono due meccanismi di trasporto, 
detti endo- ed esocitosi, che riguardano invece macromolecole, come ad esempio le 
lipoproteine. 2 
La diffusione passiva viene prodotta dal movimento casuale delle molecole 
attraverso la membrana: il glucosio e l'acqua vengono trasportati in parte grazie a 
questo meccanismo. Il trasporto passivo porta, in ultima analisi, al livellamento 
delle concentrazioni allo stato libero delle sostanze che diffondono da un lato o 
dall'altro della membrana. 
Molecole che diffondono lentamente, invece, possono essere più 
rapidamente trasportate tramite il meccanismo della diffusione facilitata. Questo 
meccanismo può essere mediato da proteine o molecole che aprono pori (channels) 
nella membrana oppure da specifici trasportatori che legano la molecola e la 
portano attraverso la membrana (carriers) (Figura 1.12). 
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Figura 1.12. Meccanismi di trasporto facilitato: channel (in alto) e carrier (in basso). 
Nel caso dei camers, la velocità del trasporto è comunque limitata dalla 
diffusione del complesso substrato-canier nel doppio strato fosfolipidico. Nel caso 
dei canali, invece, si può ipotizzare che le molecole o ioni si allineino all'interno del 
canale stesso e quindi, con un processo a "palla da biliardo", la specie che entra da 
una parte spinge tutte le altre già presenti e ne fa uscire una dalla parte opposta; è 
ovvio che in queste condizioni il trasporto mediato da canali è molto più efficace di 
quello mediato da canier, con velocità del primo che sono in genere 103 - 104 volte 
più elevate rispetto al secondo.1 
Il terzo meccanismo consente il trasporto di molecole contro un gradiente 
di concentrazione ed è detto trasporto attivo. Questo meccanismo è mediato 
solitamente da complesse proteine di membrana e coinvolge anche il consumo di 
energia sotto forma di A TP. 
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Infine, endo- ed esocitosi prevedono l'invaginamento delle macromolecole 
nella membrana plasmatica e la chiusura di quest'ultima su se stessa con 
formazione di vescicole intra- o extracellulari. 
Per gli scopi di questa Tesi, il meccanismo del trasporto facilitato è di gran 
lunga il più interessante e nei prossimi paragrafi verranno presentati alcuni esempi 
di questo tipo di trasporto, mediato sia da molecole naturali che da sistemi 
artificiali. 
1.6.1. SISTEMI NATURALI 
In natura esiste una variegata gamma di composti in grado di alterare la 
permeabilità di membrana facilitando il trasferimento di ioni o di molecole 
organiche. Molto frequentemente si tratta di polipeptidi come nel caso dei canali 
che regolano il flusso di ioni Na+, K+, Ca++ attraverso le membrane dei tessuti 
nervosi e muscolari dove le catene polipeptidiche appartenenti a proteine di 
membrana si dispongono radialmente attorno ad un canale idrofilico. La parte di 
proteina che attraversa la membrana e che costituisce una delle pareti del canale è 
strutturata prevalentemente ad a-elica e nel caso del recettore ionotropico 
dell'acetilcolina il canale è formato da 5 a-eliche appartenenti a 5 copie della stessa 
proteina che contengono numerosi residui di serina i cui ossidrili vengono esposti 
all'interno del canale stesso, creando un ambiente idrofilico.10 
Un secondo esempio di polipeptide complesso ad attività ionoforica è 
rappresentato dalla classe delle porine. Queste proteine integrali formano dei canali 
d'acqua sulla parete esterna dei batteri Gram-negativi e sono particolari in quanto 
contengono prevalentemente struttura ~' in contrasto con la maggior parte delle 
proteine di membrana il cui dominio attivo è strutturato in a-elica. Il poro 
transmembrana, che ha un diametro di circa 12 A, è formato da 16-18 dominii 
strutturati a foglietto ~ che si assemblano in modo da formare una struttura a botte 
(/3-barre~ (Figura 1.13). 
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Figura 1.13. Struttura tridimensionale di una porina. 
In tutte le potine, la cavità presenta dei residui apolari sulla superficie ed è 
rivestita prevalentemente da residui polari o carichi. Le potine presentano una 
scarsa selettività per il passaggio di ioni, al contrario delle proteine presenti sulle 
membrane sinaptiche.11,12 
Un esempio di polipeptide meno complesso in grado di alterare la 
permeabilità della membrana è la Gramicidina A, prodotta dal batterio Bacillus 
brevis, (Figura 1.14), un penta-decapeptide formato da una sequenza di amminoacidi 
D ed L alternati, i quali conferiscono alla molecola una conformazione nota come 
elica ~6· 3 o 7t; l'elica ha un diametro interno di circa 4 A e, nella sua forma attiva, 
dimerizza all'interno delle membrane in maniera coda-coda, dando così origine ad 
un poro da parte a parte, attraverso il quale possono fluire ioni K.+ e Na+.1 
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Figura 1.14. Modello tridimensionale della gramicidina A. Le sfere rosse rappresentano molecole d'acqua. 
Strutture elicoidali solitamente di tipo a o 310 possono anche ritrovarsi in 
peptidi più corti dotati di attività antibiotica, come ad esempio i peptaiboli.13 Questi 
peptidi sono strutturati in eliche anfifiliche, caratterizzate da una superficie polare e 
da una apolare, e si ritiene che la loro attività biologica dipenda dalla formazione di 
canali nella membrana cellulare con il conseguente rilascio del materiale 
citoplasmatico e morte della cellula. Il più noto di questi peptidi è l' Alameticina; 14 la 
sua lunghezza è tale da permetterle di attraversare completamente la membrana e, 
quindi, si ritiene che il canale si formi semplicemente attraverso l'aggregazione di 
più monomeri indotta dalla struttura anfipatica del peptide stesso. A questa classe 
di antibiotici appartengono anche peptidi sensibilmente più corti come ad esempio 
la Tricogina A 1v1s,16 che nonostante sia lunga solo 10 residui mantiene una elevata 
attività di membrana. In questo caso l'amminoacido N-terminale è acilato da un 
acido carbossilico caratterizzato da una lunga catena alchilica lineare e la presenza 
di questo sostituente è essenziale all'attività biologica. Questi peptidi, chiamati 
lipopetaibolici, sono troppo corti per attraversare completamente la membrana e 
quindi la formazione di canali deve avvenire con meccanismi diversi rispetto a 
quello postulato per l'Alameticina come, ad esempio, attraverso l'allineamento di 
due clusters di peptidi presenti nei due strati della membrana. 
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Una caratteristica comune a questa famiglia di antibiotici è la presenza nella 
struttura primaria di un elevato numero di residui di acido a-amminoisobutirrico 
(Aib ), da cui il nome peptaibolo. Aib è un amminoacido Ca,a-disostituito naturale 
non proteinogenico (Figura 1.15). 
\_f ,>( 
H
2
N / COOH 
Aib 
Figura 1.15. Struttura dell'acido a-amminoisobutirrico (Aib). 
La presenza dei due metili al carbonio a conferisce a quest'ultimo un 
notevole ingombro sterico e induce la formazione di strutture secondarie, di tipo 
elica a ed elica 310, anche in peptidi piuttosto corti (7 - 8 residui). 17 Inoltre la 
sequenza amminoacidica è tale da garantire la formazione di eliche anfipatiche che 
ne favoriscono l'aggregazione all'interno della membrana. 
Esistono poi altri sistemi con attività antibiotica e antimicotica che si basano 
sull'alterazione della permeabilità della membrana del microrganismo bersaglio e 
che non hanno struttura peptidica. Due esempi di questa classe di composti sono 
l'anfotericina B, antimicotico macrociclico di corrente utilizzo, e la squalamina 
(Figura 1.16), amminosterolo isolato recentemente da una specie di squalo (Squalus 
achantias) .1s,19 
OH 
Anfotericina B 
Figura 1.16. Struttura dell'anfotericina Be della squalamina. 
Squalamina 
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La squalamina, sebbene chimicamente molto diversa, presenta degli 
elementi in comune con l'anfotericina B: una struttura rigida e idrofobica (polienica 
coniugata nell'anfotericina B, steroidea nella squalamina), una catena idrofilica 
(poliossidrilata nell'anfotericina B, poliamminica nella squalamina,) e dei gruppi 
polari (carbossilato e ammonio nell'anfotericina B, solfato e ammonio nella 
squalamina). 
Si ritiene20-23 che l'anfotericina B alteri la permeabilità delle membrane 
plasmatiche mediante formazione di canali idrofilici. La molecola è anfipatica e ha 
una forma pressochè rettangolare rigida e, in questa sua conformazione bloccata, 
ha una lunghezza tale da oltrepassare un solo strato fosfolipidico. Si ipotizza che, in 
membrana, l'anfotericina formi degli aggregati di forma cilindrica, in cui le parti 
idrofiliche delle molecole puntano verso l'asse del cilindro, a formare un canale 
idrofilico, mentre le parti idrofobiche costituiscono la superficie laterale del 
cilindro, a stretto contatto con le catene alchiliche dei fosfolipidi (modello bmre!-
stave) mentre i gruppi polari, ammonio e carbossilato, interagiscono con le teste 
polari dei fosfolipidi. Date le dimensioni del macrociclo, è necessario ipotizzare 
l'allineamento di due di questi aggregati per dare origine ad un canale in grado di 
oltrepassare completamente il doppio strato fosfolipidico. La Figura 1.17 presenta 
un modello tridimensionale di questo fenomeno. 
Figura 1.17. Visione laterale (a sinistra) e dall'alto (a destra) del modello tridimensionale di aggregati di 
anfotericina B (in giallo). In rosso sono rappresentate molecole di sterolo. 
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Oltre agli elementi in comune con l'anfotericina B, la squalamina ha rivelato 
anche delle notevoli proprietà antibiotiche.18 Anche in questo caso è stato 
ipotizzato un meccanismo di tipo barrel-stave, con una importante differenza: la 
squalamina è una molecola non ciclica ed è necessario postulare la formazione di 
un ponte salino fra i gruppi solfato e ammonio per ottenere una conformazione 
pseudo-macrociclica (come indicato in Figura 1.16) consistente con il meccanismo 
proposto. 24•2s 
1.6.2. SISTEMI ARTIFICIALI 
Con l'accrescersi delle conoscenze riguardo alle membrane biologiche e ai 
sistemi che ne regolano la permeabilità, sono stati parallelamente sviluppati una 
serie di sistemi artificiali in grado di riprodurre almeno in parte l'attività ionoforica 
dei sistemi naturali. Lo scopo è da un lato definire, mediante lo studio di sistemi 
modello meno complessi, i parametri che influenzano i processi di permeazione e 
dall'altro realizzare nuove molecole dotate di proprietà antibatteriche e 
antimicotiche. 
Questi sistemi artificiali possono essere classificati in base al design, come 
Matile e coll. hanno proposto in una recente review. 26 Il motivo più semplice è 
quello di un canale unimolecolare, formato cioè da un'unica macromolecola in 
grado di oltrepassare completamente il doppio strato fosfolipidico (Figura 1.18A). 
A livello supramolecolare invece, l'attenzione si è focalizzata sul design di strutture 
cilindriche (barre~: si parla così di barrel-stave, quando si assiste all'auto-assemblaggio 
di strutture lineari (staves, doghe) (Figura 1.18B), baml-hoop, quando si ha la 
formazione di una pila di monomeri macrociclici (hoops, cerchi) (Figura 1.18C) e 
barre I-rosette, quando l'aggregato è costituito da unità ancora più piccole (Figura 
1.18D); in realtà, quest'ultimo caso può essere visto come un caso particolare di 
barrel-stave, con staves frammentate, o di baml-hoop, con hoops frammentati. Infine, si 
parla di canale micellare (Figura 1.18E), che ricorda approssimativamente un barre/-
rosette poco organizzato e la cui caratteristica principale è la parziale distruzione del 
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doppio strato lipidico; spesso, un sistema di questo tipo è anche definito carpet, in 
quanto la specie attiva interagisce con la superficie delle membrane ricoprendola, 
almeno parzialmente, come una specie di tappeto e non si inserisce nel core 
idrofobico come nei casi A - D.27,28 
A 
canale 
nnimolecolare 
B e D 
Figura 1.18. Caratterizzazione dei canali sintetici. 
Indipendentemente dal tipo di meccarusmo in gioco, una caratteristica 
comune a tutte le specie che formano questi sistemi è l'anfipaticità: ogni 
monomero dell'aggregato è caratterizzato da una parte idrofobica, che espone alle 
catene idrocarburiche del doppio strato, e da una polare, che va a delineare il 
canale. 
Nel 1982, il gruppo di Tabushi29 riportò il primo esempio di canale ionico 
sintetico, basato su un derivato della ciclodestrina. Da allora, la ricerca scientifica in 
questo campo si è sviluppata moltissimo, dando origine ad una vasta serie di 
composti con caratteristiche iono- e chemoforiche. Riprendendo la classificazione 
vista precedentemente, verranno di seguito riportati alcuni esempi di ogni classe di 
ionoforo sintetico. 
1.6.2.1. Canali unimolecolari 
Tra i sistemi unimolecolari, l'utilizzo di calissareni30 è vantaggioso in virtù 
dei semplici e collaudati protocolli di derivatizzazione, dell'esistenza di differenti 
strutture preorganizzate e della loro elevata affinità per diversi ioni. Nell'esempio 
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sotto riportato, l'unità tetra-arenica, sia nella conformazione 1,3-alternata che in 
quella a cono, è stata funzionalizzata con quattro residui di acido colico (Figura 
1.19). 
Cl: R, R' = Ac 
C2· R = H R' = Ac 
C3: R, R' ,; H 
RO 
C4: R,R' = Ac 
C5: R = H, R' = Ac 
Figura 1.19. Composti calissarenici Cl - CS. 
Oltre a mostrare interessanti proprietà ionoforiche nei confronti di protoni 
e ioni sodio, l'utilizzo delle due conformazioni ha permesso di comprendere 
l'importanza della lunghezza della molecola, facendo presupporre che 
effettivamente le specie a conformazione 1,3-alternata agiscono da ionofori 
unimolecolari. 
Altri esempi interessanti di sistemi unimolecolari presentano strutture rigide 
o semi-rigide, cui sono legati eteri corona o aza-corona che fungono da 
"trasmettitori". Matile e coll.31 hanno utilizzato una impalcatura rigida p-ottil-
fenilenica, con una lunghezza tale da oltrepassare un doppio strato fosfolipidico, 
che porta sei eteri aza-corona, capaci di impilarsi uno sull'altro, dando così origine 
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al canale. In un altro caso, invece,32,33 è stata utilizzata un'elica a, come struttura 
semirigida, e degli eteri corona funzionanti come nel caso precedente; e 
interessante notare, però, come l'attività di questa specie cambi da camer a 
detergente a canale, all'aumentare della lunghezza della catena peptidica. 
1.6.2.2. Barrel-staves 
Per quanto riguarda il modello barrel-stave, i sistemi basati su oligopeptidi in 
conformazione ad elica a sono molto versatili: un'attenta progettazione del peptide 
permette di ottenere eliche anfipatiche capaci di auto-assemblarsi nei doppi strati 
fosfolipidici. È questo il caso del peptide preparato da DeGrado e coll.:34 il peptide, 
costituto dalla sequenza (LSSLLSL)3, assume una conformazione ad elica a e 
grazie alla particolare sequenza allinea su di un lato dell'elica tutti i residui alcolici 
della serina e sull'altro tutti quelli alchilici della leucina come illustrato in Figura 
1.20. L'elica che ne deriva è quindi anfipatica e sufficientemente lunga da 
attraversare completamente il doppio strato fosfolipidico. All'interno della 
membrana sei copie di questi peptidi si aggregano formando dei canali 
strutturalmente simili a quelli del recettore ionotropico dell'acetilcolina con un 
diametro effettivo stimato di 8 A. 
Figura 1.20. Peptide anfipatico preparato dal gruppo di DeGrado. In blu sono rappresentati gli 
amminoacidi idrofobici (leucina), in rosso quelli polari (serina). 
In molti altri casi invece di una struttura peptidica, è stato scelto un gruppo 
steroideo come funzionalità idrofobica della molecola anfipatica, mentre gruppi 
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alcolici, eterei o polieterei hanno fornito la necessaria idrofilicità al sistema per 
formare aggregati barrel-stave. 
Il dimero semi-rigido,35 indicato in Figura 1.21, ha la lunghezza necessaria 
ad oltrepassare il doppio strato lipidico ed è un esempio di molecola faccialmente 
anfifilica, con una faccia idrofobica e una idrofilica (dalla parte degli ossidrili). 
Questo dimero aggrega in liposomi di PC/PG (95/5) e favorisce il trasporto di ioni 
sodio, mediante formazione di specie supramolecolari trimeriche che formano un 
poro tipo barrel-stave. 
HO 
o 
o~Il -~-- · .---0 
o 
Figura 1.21. Steroide dimero preparato dal gruppo di De Riccardis. 
OH 
OH 
Negli steroidi indicati in Figura 1.22 la parte idrofilica è esterna ai gruppi 
steroidei ed è costituita da due pendagli polieterei;36 in questi casi l'attività 
ionoforica nei confronti di ioni sodio è circa il 70 % di quella dell'Anfotericina B. 
Figura 1.22. Steroidi dimeri S1 e S2 preparati dal gruppo di De Riccardis. 
Nel campo dei modelli barrel-stave sono sicuramente degni di nota i /3-barrel 
sintetizzati dal gruppo di Matile. 37 Basati sulle strutture p-oligofenileniche citate 
precedentemente ( cfr. Sezione 1.6.2.1 ), questi composti sono in grado di 
oltrepassare completamente i doppi strati fosfolipidici, in virtù della lunghezza 
dell'unità aromatica, e si autoassemblano grazie all'interdigitazione di oligopeptidi 
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in conformazione a foglietto ~' presenti come sostituenti lungo l'unità aromatica 
(Figura 1.23). 
1 2 3 4 5 
L K L · -
L H L · -
peptide L H L HL 
L R L HL 
papllde LRWHV 
peptide 
L D L D L 
• C-0 up • N-H up 
o C=O down o N-H down 
Figura 1.23. /J-barrel preparati dal gruppo di Matile. 
La particolare disposizione dei vari residui all'interno dell'aggregato mette 
bene in luce la formazione del canale centrale, ricco di amminoacidi polari, e 
l'idrofobicità, garantita da residui di leucina, valina e triptofano, della superficie 
laterale esterna del cluster. Queste strutture hanno dimostrato una notevole attività 
ionoforica e, nel caso dell'aggregato con il canale ricco di istidine, anche 
un'interessante attività catalitica: il cluster è infatti in grado di idrolizzare particolari 
esteri, ammidi attivate, carbammati ed RNA. 
Infine, in altri esempi di /3-barrel, l'introduzione di gruppi elettron-donatori 
ad un'estremità dell'unità aromatica e di gruppi elettron-attrattori all'altra ha 
permesso di ottenere supramolecole con un momento di dipolo non nullo, capaci, 
quindi, di riconoscere membrane polarizzate e conseguentemente di mostrare 
attività ionoforiche diverse a seconda del potenziale di membrana. Questo è un 
risultato molto importante se si considera che, in genere, le membrane plasmatiche 
dei batteri presentano un potenziale più elevato di quello tipico delle membrane 
dei mammiferi (Figura 1.24). 
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Figura 1.24. /J-barrel preparati dal gruppo di Matile. 
1.6.2.3. Barrel-hoops 
Passando ai modelli batTe!-hoop, un esempio interessante è quello proposto 
da Ghadiri e coll.,38,39 basato su peptidi ciclici che si autoassemblano nella 
membrana formando una specie di tubo cavo al suo interno (Figura 1.25). 
• C=Oup 
o C=Odown 
• N-Hup 
D N-Hdown 
Figura 1.25. Modello barrel-hoop preparato dal gruppo di Ghadiri. 
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Questo autoassemblamento è facilitato dalla struttura del peptide ciclico che 
alterna amminoacidi D ed L in modo da garantire la formazione di legami ad 
idrogeno sia con il macrociclo superiore che con quello inferiore nella struttura 
tubolare. Tale struttura forma dei canali ben definiti nella membrana con un 
diametro interno superiore a 7 A molto efficaci nell'alterarne la permeabilità. 
1.6.2.4. Barrel-rosette 
Funzionalità steroidee sono state utilizzate anche dal gruppo di Regen24 per 
la sintesi delle specie I e II indicate in Figura 1.26; le parti idrofiliche sono 
costituite da una catena poliamminica e una polieterea, rispettivamente. 
o n o f O HN 
0o 
o 
Jo 
~ + 
O"'---./NH3 
I II 
Figura 1.26. Analoghi della squalamina preparati dal gruppo di Regen. 
In questi casi, le molecole sono troppo corte da oltrepassare completamente 
la membrana e quindi si ipotizza la formazione di aggregati in ogni strato 
fosfolipidico e formazione di canali in seguito ad allineamento di due di questi 
aggregati (modello barrel-rosette). Oltre a ricordare, soprattutto nel caso di I, la 
struttura della squalamina, lo studio dei composti I e II ha evidenziato un 
interessante differenza di attività. Il composto I è infatti in grado di alterare la 
permeabilità dei liposomi nei confronti di ioni H + ma non di ioni N a+. Al contrario 
il composto II è molto efficiente nel promuovere la permeazione di ioni N a+, ma è 
inefficace nei confronti degli ioni H +. 40 Inoltre il composto I ha mostrato 
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un'interessante attività su un ampio spettro di microorganismi mentre II è 
sostanzialmente inattivo. Quest'ultimo risultato è stato interpretato con una 
maggior facilità del composto II che in condizioni fisiologiche ha una carica 
positiva maggiore di II, a raggiungere la membrana dei microrganismi 
attraversandone la superficie carica negativamente. 24 
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L'analisi della struttura dei sistemi naturali che sono in grado di alterare la 
permeabilità di una membrana cellulare e in particolare della squalamina e 
dell' anfotericina B (Figura 1.16) dimostra il carattere anfipatico di questi sistemi. 
Una specie anfipatica è caratterizzata da due regioni, una idrofilica e una idrofobica, 
e, nelle molecole attive come ionofori, queste due regioni sono contrapposte a 
formare un sistema caratterizzato da una superficie polare e una apolare come , 
schematizzato in Figura 2.1. 
Reg;ione idrofili.ca 
Reg;ione idi:ofo bica 
Figura 2.1. Schematizzazione di una specie anfipatica. 
L'interazione di molecole anfipatiche con le membrane è essenzialmente di 
due tipi a seconda del grado di organizzazione dell'addotto supramolecolare che si 
viene a formare: 27,28 il modello carpet, a più bassa organizzazione, e il modello barre!-
stave, preso come rappresentante di tutte le tipologie barre! illustrate in Figura 1.18. 
Nel modello di tipo carpet, le molecole interagiscono con la superficie della 
membrana, rivolgendo la loro parte idrofobica alla membrana stessa e quella 
idrofilica al solvente (fase A); quando viene raggiunta una concentrazione limite, si 
ha un inserzione delle molecole nel doppio strato con piegamento dello stesso e 
formazione di pori transienti (fase B), fino ad arrivare alla rottura della membrana 
per micellizzazione (fase C) (Figura 2.2a). Nel modello di tipo barre!-stave, le 
molecole si assemblano dapprima sulla superficie della membrana (fase A), per poi 
inserirsi nella stessa come aggregati cilindrici che presentano una parete idrofobica 
esterna, interagente con le catene idrocarburiche dei fosfolipidi, e un canale 
idrofilico interno, adatto al passaggio di specie polari (fase B) (Figura 2.2b). 
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b. "Barret.smve" 
Figura 2.2. Modalità di interazione di molecole anfipatiche con doppi strati fosfolipidici. 
La squalamina e l'anfotericina B presentano tre porzioni strutturali 
fondamentali: una regione idrofobica, che garantisce l'inserimento del sistema nella 
membrana, una regione idrofilica costituita dalle catene poliamminiche o 
poliossidrilate (moduli di conduzione), che rappresenta la parte funzionale cioè 
quella attiva nel modificare la permeabilità di membrana, e due gruppi polari che 
interagendo con la superficie carica della membrana orientano i moduli di 
conduzione all'interno della membrana stessa. 
I composti 1 - 4 (Figura 2.3) sono stati disegnati seguendo questi principi 
nell'intento di realizzare ionofori artificiali che potessero imitare l'attività delle 
molecole naturali. In essi, i moduli di conduzione sono a base polieterea (1 e 2) o 
poliamminica (3 e 4), i gruppi polari sono un ammonio e un fosfato e come unità 
idrofobiche sono stati scelti due oligopeptidi costituiti da otto (1 e 3) oppure 
quattro (2 e 4) residui di acido a-amminoisobutirrico (Aib). 
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d o H0~ + ,,..N NH3 o- l\ibg o -o / s '-p l!'o 1 o 
o 
H H2+ 
l\ibN~N~N~NH + 
4 + 3 
H2 
3 
Figura 2.3. Molecole sintetizzate 
La struttura secondaria adottata da una catena peptidica è influenzata dal 
tipo di a-amminoacidi presenti, dalle interazioni tra le catene laterali e dai legami a 
idrogeno intramolecolari che si instaurano tra i gruppi carbonilici ed i protoni 
ammidici dello scheletro peptidico.Il controllo conformazionale dei peptidi non è 
sempre facilmente ottenibile. Infatti utilizzando amminoacidi proteinogenici si 
ottengono strutture elicoidali solo con sequenze peptidiche abbastanza lunghe 
(maggiori di 16 amminoacidi), mentre strutture organizzate in peptidi più corti si 
possono realizzare mediante l'utilizzo di amminoacidi a,a-disostituiti (Figura 2.4). 
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Figura 2.4. Amminoacidi a,a-disostituiti achirali (in alto) e chirali (in basso). 
Il capostipite di questa categoria è l' Aib, composto achirale in cui il carbonio 
a porta due metili, ma sono stati preparati anche altri amminoacidi achirali, come, 
ad esempio, la dietilglicina (Deg), e chirali, tra cui l'isovalina (Iva) e l' a-metil valina 
( aMe) V al, disponibili in forma enantiomericamente pura. 
La presenza di un elevato ingombro sterico attorno al Ca, riduce il numero 
di conformazioni che l'amminoacido può assumere e questo si traduce nella scelta 
preferenziale di conformazioni elicoidali anche per peptidi decisamente corti. 
N ell' omopeptide di Aib, per esempio, si osserva una completa strutturazione ad 
elica già con 7 - 8 residui.17 Inoltre, almeno in sequenze corte, questi amminoacidi 
presentano la caratteristica di preferire la conformazione elicoidale 310 piuttosto 
che l'a. 
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Figura 2.5. Modelli di elica a (in alto) e elica 310 (in basso). 
L'elica 310 è geometricamente diversa dall'elica a e, come si osserva in 
Figura 2.5, leggermente più stretta e allungata, a parità di residui. In generale l'elica 
a è caratterizzata da un passo di 6.29 A e 3.63 residui per giro ed è stabilizzata da 
legami a idrogeno intramolecolari tra il gruppo C=O di un residuo in posizione i ed 
il gruppo N-H in posizione i+ 4 che formano così cicli di 13 atomi (strutture C13). 
L'elica 310 ha un passo di 5.67 A e 3.24 residui amminoacidici per giro ed è 
stabilizzata da dei legami a idrogeno intramolecolari tra il gruppo C=O in 
posizione i e il gruppo N-H in posizione i + 3 che formano così cicli di 10 atomi 
(strutture C10).41 
Dal punto di vista della progettazione di uno ionoforo artificiale, i peptidi 
costituiti da amminoacidi a,a-disostituiti sono particolarmente interessanti, in 
quanto formano strutture elicoidali idrofobiche che dovrebbero interagire 
fortemente con la membrana fosfolipidica. Come si può osservare dalla Figura 2.6, 
in conformazione elicoidale 310 tutti i residui alchilici sono esposti verso l'esterno 
dell'elica originando una struttura cilindrica regolare idrofobica che può interagire 
con i fosfolipidi di membrana senza modificarne l'architettura di base. 
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Figura 2.6. Residuo di Aibs in conformazione a elica 310. 
Gli analoghi progettati e sintetizzati in questo laboratorio presentano una 
porzione idrofobica costituita appunto da una catena peptidica oligo-Aib (Aib4, 
Aibs). La scelta dell'Aib è legata a dei vantaggi pratici ed economici: i coupling 
peptidici per l' Aib sono più facili da eseguire perché, rispetto agli altri amminoacidi 
a,a-disostituiti achirali, è il meno ingombrato stericamente ed, inoltre, è 
disponibile commercialmente ed è più economico. 
Lo studio del modello molecolare dell' oligopeptide Aibs, mostra che la 
lunghezza del residuo peptidico è di circa 17.5 A. Ipotizzando per 1 una 
conformazione pseudo-macrociclica, come quella indicata in Figura 1.16 per la 
squalamina, la molecola è in grado di oltrepassare un solo strato fosfolipidico e, 
quindi, nel caso di un meccanismo barrel-stave, è necessario l'allineamento di due 
aggregati per dare origine ad un canale da parte a parte. Per valutare l'importanza 
della lunghezza dello ionoforo si è sintetizzato il dimero 5 (Figura 2.7), derivante 
dall'accoppiamento formale di due molecole di 1. Questo composto nella sua 
conformazione estesa ha una lunghezza tale da attraversare completamente il 
doppio strato fosfolipidico e, nell'ipotesi di un meccanismo barrel-stave, dovrebbe 
formare dei pori che attraversando completamente la membrana dovrebbero essere 
più efficaci rispetto a quelli formati dagli ionofori di dimensioni inferiori come 1... 
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Figura 2.7. Struttura del dimero 5. 
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Inoltre, sono state sintetizzate e studiate le molecole 6 - 10 che hanno 
funzione di composti controllo (Figura 2.8). In esse, infatti, i gruppi polari fosfato e 
ammonio sono stati "mascherati" (6 - 9) oppure la catena oligopeptidica di Aib è 
stata sostituita da un residuo idrocarburico privo di strutturazione (10). In questo 
modo è stato possibile investigare il ruolo dei gruppi terminali polari e della catena 
elicoidale di Aib nel determinare l'attività ionoforica. 
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Figura 2.8. Molecole di controllo 6 -10. 
Oltre alle specie fin qui presentate, il gruppo del Prof. De Riccardis 
dell'Università di Salerno ci ha fornito le specie calissareniche Cl - C5 (Figura 2. 9) 
e steroidee S1- S7 (Figura 2.10). 
Anche queste molecole sono anfipatiche ma in questo caso la parte 
idrofobica è costituita da residui contenenti nuclei steroidei mentre la parte 
idrofilica è costituita da catene poliossietileniche o da residui alcolici. In ogni caso il 
loro studio è sicuramente interessante per valutare i parametri importanti per 
l'attività ionoforica di sistemi anfipatici 
42 
Ct: R,R' =Ac 
C2: R = H, R' = Ac 
C3: R,R' = H 
RO 
OR 
2. SCOPO DELLA TESI 
C4:R,R' = Ac 
C5: R = H, R' = Ac 
Figura 2.9. lonofori a base calissarenica Ct - C5. 
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Figura 2.10. Ionofori a base steroidea Sl - S7. 
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Di tutte queste molecole è stata studiata l'attività ionoforica utilizzando 
liposomi come membrane modello. In particolare utilizzando una tecnica 
spettroscopica NMR del 23N a e una tecnica spettrofluorimetrica, è stata valutata la 
capacità dei vari composti di promuovere il trasporto attraverso la membrana 
rispettivamente di ioni Na+ e di protoni Inoltre, in collaborazione con il 
Dipartimento di Biochimica, Biofisica e Chimica delle Macromolecole (BBCM) 
dell'Università di Trieste, sono stati condotti dei saggi biologici preliminari 
utilizzando i composti 1 - 4, per valutarne l'effetto su microorganismi di origine sia 
batterica che fungina. 
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3.1. SINTESI DEGLI ANALOGHI DELLA SQUALAMINA 
In base all'analisi strutturale della squalamina e dei suoi analoghi artificiali24 
sono stati progettati e sintetizzati quattro nuovi ionofori artificiali a struttura 
peptidica (1- 4) (Figura 2.3). 
In essi, l'anello steroideo è stato sostituito da una corta catena peptidica 
costituita da 4 oppure 8 residui di Aib. In tal modo si poteva disporre di un 
composto, l' ottapeptide, in cui fosse garantita una struttura secondaria stabile di 
tipo elicoidale, mentre il tetrapeptide è troppo corto per poter assumere una 
struttura organizzata e può essere utilizzato per valutare l'importanza della presenza 
della struttura secondaria del peptide ai fini dell'attività. Per quanto riguarda le teste 
polari il solfato presente nella Squalamina e nei vari analoghi artificiali24 è stato 
sostituito da un fosfato, mentre si è mantenuto il gruppo amminico terminale del 
modulo di conduzione. Infine i moduli di conduzione sono costituiti da catene 
polieteree simili a quelle presenti nei modelli di Regen, 42 o da una catena 
poliamminica, la spermina, per imitare il composto naturale. 
La strategia di sintesi adottata è di tipo modulare e comune a tutti e quattro i 
derivati: ai substrati oligopeptidici, ottenuti per sintesi convergente in soluzione, 
sono stati accoppiati il gruppo arilfosfato e la catena idrofilica, sintetizzati a parte. 
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3.1.1. SINTESI DEGLI OLIGOPEPTIDI Z-AIB4-0TBU (17) E Z-AIB8-0TBU 
(20) 
Gli oligopeptidi Z-Aib4-0tBu (17) e Z-Aibs-OtBu (20) sono stati sintetizzati 
secondo lo Schema 3.1 di seguito riportato. 
a 
H-Aib-OH Z-Aib-OH 
11 
Z-Aib-OH + H-Aib-OtBu 
13 11 
--< g Z-_Aib-Aib-Oxl 15 H-Aib-Aib-OtBu 
16 
b 
d 
Z-Aib-OtBu 
12 
e 
Z-Aib-Aib-OtBu 
14 
Z-Aib-Aib-Aib-Aib-OtBu 
17 
H-Aib-OtBu 
13 
--< g Z-Aib-Aib-Aib-Aib-Oxl 18 H-Aib-Aib-Aib-Aib-OtBu 
19 
~ -.Z.-.A.ib.-.Ai •. b.-Ai.·.b-.Ai •. b.--~.:.-Ai.·.b.-Ai •.b.-.A.ib•-0-tB•u.-
Schema 3.1. Reagenti e condizioni: a: Z-Osu, CH3CN/H20, t.a., 24 h, 54%; b: isobutene, H2S04, CH2Ch, 
t.a., 67 h, 85%; e: H2, Pd/C, CH2Ch, t.a., o.n., quant.; d: EDC, HOBt, NEt3, CH2Ch, O °C - t.a., 3 gg., 38%; 
e: TFA, CH2Ch, t.a., 6 h, quant.; f: EDC, CH2Ch, t.a., 24 h, 76%; g: H2, Pd/C, CH30H, t.a., o.n., 97%; h: 
CH3CN, reflux, 24 h, 82%; i: TFA, CH2Ch, t.a., 4 h, quant.; 1: EDC, CH2Ch, O °C - t.a., 12 h, 75%; m: 
CH3CN, reflux, 4 h, 86%. 
L' ottapeptide Z-Aibs-OtBu (20) ed il tetra peptide Z-Aib4-0tBu (17) sono 
costituiti rispettivamente da 8 e 4 copie di Aib. Data la minore reattività di questi 
amminoacidi rispetto a quelli naturali, dovuta all'ingombro sterico attorno al Ca, la 
sintesi di questo tipo di peptidi avviene in fase liquida e normalmente non si 
applicano le metodologie utilizzate per la sintesi di peptidi in fase solida. La 
strategia sintetica adottata è riportata nello Schema 3.1 e utilizza classiche reazioni 
di protezione, deprotezione e condensazione normalmente utilizzate nella sintesi 
50 
3. RISULTATI E DISCUSSIONE 
peptidica convenzionale. Tuttavia a differenza delle sintesi che coinvolgono 
amminoacidi proteinogenici, i tempi di reazione sono più lunghi e le rese 
solitamente più basse. 
In primo luogo è stato necessario proteggere ortogonalmente le funzioni N-
terminale e C-terminale dell'Aib. A tal fine si è scelto da un lato il gruppo 
benzilossicarbonile (Z), selettivamente rimovibile mediante idrogenolisi catalitica, e 
dall'altro l'estere t-butilico, labile in ambiente acido. Il dipeptide è stato quindi 
ottenuto per condensazione tra Z-Aib-OH (11) e H-Aib-OtBu (13), utilizzando una 
carbodiimide idrosolubile, EDC (1-(3-dimetilamminopropil)-3etilcarbodiimmide) e 
HOBt (1-idrossi-benzotriazolo) come catalizzatore, e dopo tre giorni di reazione a 
temperatura ambiente si è ottenuto il prodotto desiderato con una resa del 38 %. 
Le condensazioni successive sono state invece effettuate attivando la 
funzione carbossilica C-terminale libera mediante la formazione dell'ossazolone,43 
che è stato poi addizionato all'unità N-terminale senza l'ausilio di altri reattivi 
ottenendo rese superiori all'80% e reazioni più pulite. 
La formazione dell' ossazolone avviene con EDC a 0° C in CH2Ch anidro, 
secondo lo Schema 3.2 di seguito riportato. 
Acido Estere attivo Ossazolone 
EDC - z,N V ~~''''' H...--- y ·'' 
o 
15 o 
-
Schema 3.2. Meccanismo di formazione dell' ossazolone 15. 
Questo metodo di attivazione del gruppo carbossilico è ampiamente 
utilizzato con gli amminoacidi Ca,a-disostituiti, in quanto non vi è alcun rischio di 
racermzzaz1one (o epimerizzazione) presente invece negli amminoacidi 
proteinogenici, a causa dell'assenza del protone in a..43 Questi vantaggi fanno 
dell'ossazolone una delle vie di elezione per l'attivazione del gruppo e-terminale. In 
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tal modo deprottegendo opportunamente il dipeptide (14) si è ottenuto, via Z-Aib2-
0xl (15) e in un solo passaggio il tetrapeptide (17) e da questo in maniera analoga 
l'ottapeptide (20). I composti finali sono stati caratterizzati mediante spettroscopia 
1 H-NMR, BC-NMR e spettrometria di massa con la tecnica dell'elettro spray (ESI-
MS). La strategia di sintesi convergente adottata è risultata quindi vantaggiosa in 
quanto ha permesso di ridurre il numero totale di passaggi, con conseguente 
aumento della resa finale. Normalmente, infatti, le strategie utilizzate sono di tipo 
step-by-step e la catena peptidica viene allungata di un amminoacido alla volta a 
partire dall'amminoacido C-terminale, riducendo così al minimo i rischi di 
racemizzazione. 43 
3.1.2. SINTESI DELL'ACIDO 4-(BIS-BENZILOSSl-FOSFORILOSSI)-
BENZOICO (23) 
L'acido 23 che è il precursore del gruppo fosfato presente nei composti 
finali è stato sintetizzato come illustrato nello Schema 3.3. 
Ho-Q-cooH 
a 
H0-0-COOtBu 
21 
H0-0-COOtBu 
OBn 
I b 
+ BnO-P-H Il 
o 
21 
?Bn ___/\_ 
Bno-ri-o~COOtBu 
o 
e ?Bn ___/\_ 
Bno-ri-o~COOH 
o 
22 23 
Schema 3.3. Reagenti e condizioni: a: EDC, DMAP, tBuOH/CH2Ch, t.a., 24 h, 69%; b: DIEA, CC4, 
DMAP, CH3CN, -10 °C, 30', 40%; e: TFA, CH2Ch, t.a., 40', 38%. 
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Come si può osservare dallo Schema 3.3, l'acido p-idrossibenzoico viene 
iniziahnente protetto alla funzione carbossilica come estere t-Butilico per 
trattamento con EDC in miscela t-BuOH/CH2Ch. 
La successiva fosforilazione dell'ossidrile fenolico, che viene condotta in 
acetonitrile usando dibenzilfosfito ((Bn0)2HP=O) e CCl4 come reagenti e quantità 
catalitiche di DMAP (4-(dimetilammino)piridina), è molto rapida (40 min.) e 
permette di ottenere in condizioni blande (-10°C) e in un unico passaggio il fosfato 
desiderato (22) con buone rese (40 %). Questa reazione44 permette la fosforilazione 
di fenoli con dibenzil fosfito attraverso la formazione, in situ, dell'intermedio 
dibenzil clorofosfato senza necessità di isolarlo. 
Qualche problema si è presentato invece nello sblocco del t-Butile per 
ottenere l'acido finale. La normale procedura in miscela TF A/ CH2Cb, 1/1 si è 
rivelata troppo aggressiva, in quanto veniva rimosso inaspettatamente anche un 
benzile. Le condizioni di reazione sono state dunque ottimizzate utilizzando una 
miscela TF A/ CH2Cb, 1/5 e tempi di reazione di 40 minuti. Si è però osservato 
che, anche in queste condizioni, una minima parte veniva comunque debenzilata e 
si è resa necessaria una successiva purificazione. 
3.1.3. SINTESI DEI MODULI DI CONDUZIONE 
I moduli di conduzione sono costituite da catene polieteree o da una catena 
poliamminica. 42 Queste catene fungono da moduli di conduzione nel modello 
studiato in quanto, essendo legate dalla parte opposta della molecola rispetto al 
gruppo fosfato, dovrebbero ripiegarsi per portare il gruppo amminico terminale 
protonato sulla superficie della membrana creando così all'interno un ambiente 
idrofilo che dovrebbe favorire il passaggio di ioni,9 come si ritiene avvenga nella 
squalamina e come ipotizzato da Regen nel caso dei suoi ionofori a base steroidea. 
Nello Schema 3.4 è riportata la sintesi del 1,17-diammino-3,6,9,12,15-
pentaoxa-eptadecano (26). 
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a b 
e 
25 26 
Schema 3.4. Reagenti e condizioni: a: TsCl, NEt3, CH2Cb, t.a., o.n., 72%; b: NaN3, DMF, t.a., o.n., 86%; e: 
PPh3, H20, THF, t.a., o.n, quant. 
Questa catena pentaossietilendiamminica è stata sintetizzata partendo dal 
corrispondente glicole che viene convertito in ditosilato (24) per trattamento con 
TsCl in eccesso in ambiente basico. Il ditosilato (24) è fatto quindi reagire con 
NaN3 e la corrispondente diazide (25) viene ridotta con PPh3 e H20.45 
Il modulo poliamminico è una tetraammina, 1, 12-diammino-4,9-
diazadodecano, più nota con il nome di spermina. Per proteggere selettivamente tre 
dei quattro gruppi amminici si è seguita la strategia descritta da Blagbrough,46 che 
sfrutta una iniziale monoprotezione di uno dei due gruppi amminici terminali come 
trifluoroacetammide a bassa temperatura (-78°C) utilizzando un equivalente di 
etiltrifluoroacetato. E' stato infatti osservato che il gruppo trifluoroacetile46 
rappresenta il gruppo protettore di prima scelta, rispetto a Z e Boe, per la 
monoprotezione di diversi tipi di poliammine. Esso viene introdotto in modo 
semplice e specifico e viene facilmente rimosso in condizioni basiche (NaOH 1 M) 
rendendolo ortogonale al Boe e allo Z. 
Inoltre la scelta del trifluoroacetile è anche supportata da motivazioni 
pratiche, in quanto a una iniziale monoprotezione segue la completa protezione dei 
restanti gruppi amminici con Boe e infine la rimozione del trifluoroacetile, il tutto 
nello stesso ambiente di reazione senza isolare alcun intermedio, per ottenere latri-
Boc-Spermina (27). 
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H 
~~N~NH2 
H2N N H 
spermina 
H 
~ ~N~NHCOCF3 
H 2N N H 
Boe 
I 
Boe, ~ ~N~NHCOCF3 
N N 
H I 
Boe 
Boe 
I 
Boe, ~ ~N~NH2 
N N 
H I 
Boe 
27 
Schema 35. Reagenti e condizioni: a: TFAOEt, CH30H, -78 - O °C, 1 h; b: (Boe)20, CH30H, O - 25 °C, 
o.n.; e: NaOH aeq. 1 M, CH30H, t.a., o.n., 36%. 
Il modulo di conduzione costituito dalla catena 1,12-diammino-4,9-dioxa-
dodecano è, invece, un composto commercialmente disponibile ed è stato 
utilizzato tal quale. 
Figura 3.1. 1,12-diammino-4,9-dioxa-dodeeano. 
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3.1.4. SINTESI DEI CONIUGATI 1 - 4 
Per coniugare la parte peptidica ai moduli di conduzione e alla testa polare si 
è utilizzata una strategia comune per tutti gli analoghi. In primo luogo è stata 
introdotta la catena idrofilica polieterea o poliamminica dalla parte C-terminale del 
peptide ed in seguito il gruppo N-terminale del peptide è stato funzionalizzato con 
l' arilfosfato. Infine tutti i gruppi protettori sono stati rimossi in un unico passaggio 
sintetico. 
Il passaggio inverso, e cioè la funzionalizzazione N-terminale come primo 
step con successivo coupling sull'estremità C-terminale, non è risultato conveniente 
in quanto lo sblocco dell'estere t-butilico avrebbe potuto provocare anche una 
monodebenzilazione dell'arilfosfato, con conseguente formazione di una miscela di 
prodotti e necessità di ulteriori passaggi di purificazione. 
Z-Aib8-0tBu 
20 
a, b 
Z-Aib8-0xl 
28 
c,d H0~H e,f,g Z, ,...N N ..... 
"J\ib
8 
O ~Boe 
29 
5 
Schema 3.6. Reagenti e condizioni: a: TFA, CH2Ch, t.a., 4 h, quant.; b: (CH3C0)20, reflux, 3 h, 97%; e: 26 · 
2HC1, NEt3, CH3CN, t.a., o.n., 77%; d: (Boc)20, CH2Ch, t.a., 3 h, 45%; e: H2, Pd/C, CH30H, t.a., o.n., 
quant.; f: 23, EDC, HOBt, NEt3, CH2Ch, t.a., 24 h, 36%; g: TF A, CH2Ch, t.a., o.n., quant. 
Per la sintesi dell'analogo 1 si è inizialmente sbloccata l'estremità C-
terminale di 20 mediante l'utilizzo di TF A/ CH2Ch anidro in rapporto 1: 1 per 4 ore 
a temperatura ambiente. L'estremità C-terminale libera viene quindi attivata come 
ossazolone, ma in questo caso specifico il metodo che utilizza EDC non ha portato 
al prodotto desiderato. Si è quindi usato come agente disidratante l'anidride acetica 
a caldo che ha permesso di ottenere l'ossazolone (28) rapidamente e con buone 
rese.47 Il coupling successivo con la penta-oxa-diammina (26) avviene in CH3CN 
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anidro a temperatura ambiente. La diammina cloridrato (26 · 2HC1) viene sciolta in 
CH3CN, liberata in situ con NEt3 ed aggiunta ad una soluzione contenente 
l'ossazolone (28). Importante in questo passaggio sintetico sono i rapporti dei 
reagenti: si è infatti osservato che per ottenere il prodotto desiderato in buona resa 
è necessario utilizzare un rapporto ossazolone:diammina pari a 1 :2 e ciò per evitare 
la formazione del bis-addotto con l' ossazolone, che si forma in modo 
predominante se st utilizza un rapporto molare 1: 1 o un leggero eccesso di 
ossazolone. 
L'estremità amminica della catena polieterea è stata in seguito protetta in 
modo ortogonale rispetto all'estremità N-terminale del peptide utilizzando il 
gruppo t-butossi carbonile (Boe). Dopo aver rimosso lo Z, la condensazione con 
l' arilfosfato avviene in CH2Cl2 anidro mediante l'attivazione del gruppo 
carbossilico con EDC ed HOBt secondo il metodo classico.43 L'ultimo passaggio è 
costituito dallo sblocco di tutti i gruppi protettori presenti. Sfruttando la labilità dei 
benzili legati al fosfato in ambiente acido, osservata nella sintesi dell'arilfosfato 
(23), si può utilizzare una miscela TFA/CH2Ch, 1/1 per rimuovere in un solo 
passaggio Boe e benzili semplicemente allungando il tempo di reazione da 1-2 ore a 
1 notte. Il prodotto finale (1) è stato quindi completamente caratterizzato mediante 
spettroscopia 1H-NMR, 13C-NMR e spettrometria di massa (ESI-MS). 
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Z-Aib4-0tBu 
17 
a, b c,d 
H e, f,g 
Z"- ,,.N~O~ ~/Boe 
llib4 o i:ì 
30 
Schema 3.7. Reagenti e condizioni: a: TFA, CH2Ch, t.a., 4 h, quant.; b: EDC, CH2Ch, O °C - t.a., 12 h, 
75%; e: 1,12-diammino-4,9-diaza-dodecano, CH3CN, t.a., o.n., 78%; d: (Boc)20, CH2Ch, t.a., 3 h, 76%; e: 
H2, Pd/C, CH30H, t.a., o.n., quant.; f: 23, EDC, HOBt, NEt3, CH2Ch, t.a., 24 h, 35%; g: TFA, CH2Ch, t.a., 
o.n., quant. 
Come già descritto precedentemente, le procedure di sintesi per questi 
analoghi sono comuni. Esistono solamente delle piccole differenze legate alla 
lunghezza della catena di Aib, che tende a diminuire la solubilità del peptide. La 
sintesi di 2 differisce da quella dell'analogo precedente solamente per la formazione 
dell'ossazolone (18) che in questo caso è stata effettuata con EDC nelle condizioni 
usuali (0°C).48 
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Boe 
H I B e, d, e 
z........_ .,,N~N~ ~/oc 
1\ib8 N N I H 31 Boe 
Schema 3.8. Reagenti e condizioni: a: TFA, CH2Ch, t.a., 4 h, quant.; b: 27, Py-BOP®, DIEA, CH2Ch, t.a., 
24 h, 58%; e: H2, Pd/C, CH3QH, t.a., o.n., 91%; d: 23, Py-BOP®, DIEA, CH2Ch, t.a., o.n. 50%; e: TFA, 
CH2Ch, t.a., o.n., quant. 
A differenza dagli analoghi visti sopra, nella sintesi di 3 (Schema 3.8) si è 
deciso di evitare la formazione dell' ossazolone e di realizzare il coupling diretto tra 
lo Z-Aibs-OH e la tri-Boc-spermina utilizzando il Py-BOP® come agente 
condensante e diisopropiletilammina come base. 
Py-BOP® Py-BroP® 
Figura 3.2. Agenti condensanti Py-BOP® e Py-BroP®. 
Il Py-BOP® ((benzotriazolil-1-ossi)-tripirrolidino-fosfonio esafluorofosfato) 
e il Py-BroP® (bromo-tripirrolidino-fosfonio esafluorofosfato), sono degli agenti 
condensanti di nuova generazione ampiamente utilizzati per coupling Aib-Aib o tra 
Aib e ammine disattivate, che hanno mostrato un buon innalzamento delle rese 
con amminoacidi Ca,a-disostituiti ingombrati e una riduzione dei tempi di 
reazione.49•50 Nel caso in esame l'utilizzo del Py-BOP® ha permesso la 
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condensazione tra lo Z-Aibs-OH e la tri-Boc-Spermina dando una resa 
complessiva del 58% senza passare per l' ossazolone. 
amminoacido 
R' o 
R N 10 y OBt 
o R" 
estere attivo 
+ 
Y PF-
1 6 
a N/P{-N~ Qo 
Py-BOP®: Y = OBt 
Py-BroP®: Y = Br 
R' 
I 
o 
Il 
ione acilossifosfonio 
o"() 
tripirrolidinfosfinossido 
R~ 
Rì( o T--(R" 
o R" 
2 
o 
anidride simmetrica ossazolone 
Schema 3.9. Reagenti e condizioni: a: DIEA; b: se Y = OBt; c: se Y = Br e R' i:- H; cl: se Y = Br e R' =H. 
Si ritiene che il primo step nell'attivazione dell'acido carbossilico (Schema 
3.9) sia la formazione di un sale acilossifosfonio instabile che rilascia 
tripirrolidinfosfinossido con conseguente formazione di una seconda specie 
attivata, la cui natura (estere dell'ossibenzotriazolo, anidride simmetrica o 
ossazolone) dipende dai reagenti. Infatti si è osservato che nel caso dell' Aib, se 
l'ingombro sterico è elevato per la presenza di un Boe o di uno Z o se l'ammina è 
un nucleo filo debole, l'anione OBt reagisce con il sale acilossifosfonio per dare 
l' estere ossibenzotriazolo e quest'ultimo reagisce lentamente a dare il prodotto 
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desiderato. Uno svantaggio del Py-BOP è la formazione del 
tripirrolidinfosfinossido che richiede una purificazione m colonna invece di 
semplici lavaggi acquosi di solito sufficienti per eliminare l'urea dell'EDC e 
l'HOBt. 
Anche il coupling con l'arilfosfato è stato condotto nelle stesse condizioni 
portando ad un miglioramento della resa del 20% rispetto al metodo EDC/HOBt 
e ad una riduzione dei tempi di reazione da 24 ore ad una notte. 
a, b e 
Boe 
Z HN NI B d, e, f "-"~~~/ocru~ N N 
32 I H 
Boe 
Schema 3.10. Reagenti e condizioni: a a: TFA, CH2Cb, t.a., 4 h, quant.; b: EDC, CH2Ch, O °C - t.a., 12 h, 
75%; e: 27, CH3CN, t.a., 24 h, 93%; d: H2, Pd/C, CH30H, t.a., 6 h, qunat.; e: 23, Py-BOP®, DIEA, CH2Ch, 
t.a., o.n., 40%; f: TFA, CH2Ch, t.a., o.n., quant. 
La sintesi dell' analogo 4 è stata condotta come le precedenti utilizzando 
l'ossazolone 18, facilmente ottenibile via EDC, e il metodo Py-BOP®/DIEA per 
l'inserimento dell'arilfosfato (Schema 3.10). 
Dal punto di vista sintetico quindi, le principali difficoltà sono legate ai 
processi di coupling tra peptidi e strutture non peptidiche; infatti utilizzando le 
usuali condizioni (EDC, HOBt) le rese non sono buone . Di conseguenza sono 
state investigate strade diverse. In generale si è osservato che il metodo migliore 
per l'attivazione dell'estremità C-terminale di questi peptidi ricchi in Aib rimane la 
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via dell' ossazolone, che permette di ottenere reazioni più pulite e buone rese finali 
superiori anche a quelle ottenute quando si usano gli agenti di coupling di nuova 
generazione (Py-BOP®, Py-BroP®). 
D'altra parte per i coupling che interessano la parte N-terminale l'uso del 
Py-BOP® per attivare l'arilfosfato ha permesso sia di ridurre i tempi di reazione, 
che di migliorare la resa di almeno il 20%. In ogni caso le rese globali di sintesi 
sono comprese tra il 13 ed il 16% che, dato l'elevato numero di passaggi, è da 
considerarsi un buon risultato. 
3.1.5. SINTESI DELLO IONOFORO A STRUTTURA DIMERICA (5) 
Nel corso di questi lavoro di Tesi è stata anche affrontata la sintesi di uno 
ionoforo dimerico, ottenuto cioè collegando due ionofori peptidici del tipo visto 
precedentemente attraverso uno spaziatore rigido, come schematizzato in Figura 
3.3. 
Unità idrofobe 
/ ~ 
Gruppi polari Gruppi polari 
Catene idrofile 
Figura 3.3. Progettazione del dimero 5. 
La preparazione di questo ionoforo ha come obbiettivo l'ottenimento di 
ulteriori informazioni sul meccanismo di azione di questi sistemi. Infatti, mentre 
uno ionoforo come 1 non è sufficientemente lungo per attraversare completamente 
il doppio strato fosfolipidico, il dimero è in grado di farlo come schematizzato in 
Figura 3.4. 
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Figura 3.4. Possibile modalità d'inserimento del dimero 5 nella membrana. 
E' logico quindi attendersi che, se il meccanismo di azione è di tipo barrel-
stave, l'attività del dimero sarà notevolmente più elevata di quella del monomero, 
mentre nel caso di un meccanismo di tipo carpet non ci si aspetta una grande 
differenza tra i due sistemi. La molecola che si è deciso di sintetizzare è illustrata in 
Figura 3.5. 
o 
N~O~NH2 
H 
Aibg 
bH 
5 
Figura 3.5. Struttura del dimero 5. 
Il composto 5 deriva essenzialmente dalla dimerizzazione di due molecole di 
1 coniugate attraverso due acidi L-aspartici ad uno spaziatore rigido. L'acido L-
aspartico è stato scelto in quanto, possedendo due funzioni carbossiliche e una 
funzione amminica, funge da elemento tridentato nella costruzione della molecola 
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rendendo possibile attaccare tre residui diversi. In particolare, sul carbossile in ~ 
degli aspartici sono state condensate le catene poliossietileniche, mentre sui gruppi 
carbossilico e amminico in a sono state condensate le catene ottapeptidiche di Aib 
o l'acido p-ammino benzoico. 
L'acido p-ammino benzoico funge da spaziatore ed è asimmetrico, in quanto 
si è voluto connettere i due peptidi nella molecola con i legami ammidici tutti 
allineati nello stesso verso. Infatti, se la molecola assume una conformazione estesa 
come quella in Figura 3.3 e considerando l'acido p-ammino benzoico come un 
amminoacido non naturale, il dimero 5 può essere visto come un unico peptide 
scritto con l'amminoacido N-terminale a sinistra e quello C-terminale a destra. In 
questo modo i dipoli elettrici delle due eliche formate dagli ottapeptidi si allineano 
e s1 sommano e questa caratteristica potrebbe essere importante per riconoscere 
selettivamente membrane biologiche polarizzate (come quelle di alcuni 
microorganismi) rispetto a quelle non polarizzate. s1 
L'asimmetria della molecola ha però reso la sua sintesi molto laboriosa e la 
via sintetica utilizzata è illustrata negli Schemi 3.11 e 3.12. 
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Schema 3.11. Prima parte della sinetsi del dimero 5. Reagenti e condizioni: a: EDC, HOBt, NEt3, CH2Clz, 
t.a., o.n., 64%; b: Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Py-BroP®, DMAP, DIEA, CH2Clz, t.a., o.n., 72%; e: TFA, 
CH2Ch, t.a., 3 h, quant.; d: 34, Py-BOP®, DIEA, CH2Ch, t.a., 4 gg, 43%; e: NHEt2, CH2Ch, t.a., 30', 87%; 
f: Z-Aibs-OH, Py-BOP®, DIEA, CH2Ch, t.a., 4 gg. 
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Schema 3.12. Seconda parte della sintesi del dimero 5. Reagenti e condizioni: a: Pd(PPh3)4, morfolina, 
CH2Ch, t.a., 5 h, 80%; b: H-Aibs-OtBu, Py-BOP®, DIEA, CH2Ch, t.a., 10 gg, 65%; c: H2, Pd/C, CH30H, 
t.a., 24 h, 93%; d: 23, Py-BOP®, DIEA, CH2Ch, t.a., 4 gg, 55%; e: TF A, CH2Ch, t.a., o.n., quant. 
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La sintesi prevede una serie di reazioni di formazione di legami ammidici 
tramite vari reagenti di coupling e alcune reazioni di deprotezione selettiva. E' stato 
necessario individuare tre gruppi proteggenti ortogonali tra loro e mettere a punto 
l'ordine col quale condensare le varie unità. 
Si è scelto di sviluppare la molecola a partire dal nucleo centrale, cioè 
dall'acido p-ammino benzoico (P ABA) e di condensare ad esso i due acidi aspartici. 
Inizialmente si condensa sul gruppo carbossilico del P ABA un aspartico protetto in 
modo ortogonale alle due funzioni carbossiliche. In particolare, è stato usato un 
aspartico commerciale che porta sulla catena laterale un estere t-butilico, rimovibile 
in condizioni acide, e sul carbossile in a un estere allilico, rimovibile per reazione 
con tetrakis-trifenilfosfina-palladio (Pd(PPh3)4) e morfolina. Non è stato invece 
necessario proteggere il gruppo amminico del P ABA in quanto è fortemente 
disattivato a causa dell'effetto elettronattrattore del gruppo carbossilico in para e 
non reagisce in presenza di agenti di coupling come EDC e HOBt. 
La reazione seguente prevede la condensazione del gruppo amminico del 
composto 32 con un aspartico protetto ortogonalmente alla funzione amminica e a 
quella P carbossilica. Anche in questo caso è stato utilizzato un aspartico 
commerciale protetto sulla catena laterale con un estere t-butilico, e sul gruppo 
amminico con il gruppo fluorenilmetossicarbonile (Fmoc), facilmente rimovibile in 
condizioni basiche. 52 Per la reazione di condensazione è stato necessario usare un 
agente di coupling più efficace dell'EDC e dell'HOBt, poiché il gruppo amminico è 
disattivato. E' stato scelto il Py-BroP®, in presenza di DMAP.50 
Il Py-BroP® reagisce con l'acido libero formando un'anidride simmetrica; la 
reazione richiede anche la presenza di DMAP un reagente che catalizza 
l' amminolisi delle anidridi. Queste reazioni procedono senza epimerizzazione 
dell'amminoacido N-terminale e in tempi relativamente brevi (qualche ora), con 
rese di circa 60%, ma, rispetto a quelle condotte con EDC e HOBt, hanno lo 
svantaggio di richiedere la purificazione del prodotto dal tripirrolidino-fosfinossido 
tramite cromatografia. 
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Lo step successivo consiste nello sblocco del gruppo carbossilico in ~ degli 
aspartici del composto 33 tramite acido trifluoroacetico: questa reazione procede 
completamente in tre ore senza dare sottoprodotti e senza intaccare gli altri gruppi 
proteggenti. Il diacido che si ottiene viene fatto reagire con tre equivalenti di 
diammina poliossietilenica monoprotetta con un gruppo Boe (34). La 
monoprotezione della diammina 26 si esegue in modo semplice, facendola reagire 
con O. 5 eq di diterbutil-dicarbonato (Boc20) per qualche ora. Si ottiene una miscela 
di diammina libera (26), monoprotetta (34) e diprotetta (Schema 3.13). 
a 
26 ·2HC1 34 
Schema 3.13. Reagenti e condizioni: a: (Boc)20, NEt3, CH30H, O °C - t.a., o.n., 38%. 
I prodotti vengono separati sciogliendo la miscela in diclorometano e 
effettuando dei lavaggi acidi. In questo modo la diammina libera (26) e quella 
monoprotetta (34) passano in fase acquosa, mentre quella diprotetta resta in fase 
organica. La fase acquosa viene poi basificata e riestratta con diclorometano: la 
diammina libera (26) resta in fase acquosa e quella monoprotetta (34) viene ricavata 
dalla fase organica. In questo modo non sono necessarie ulteriori purificazioni. 
La reazione di coupling è stata tentata sia con EDC e HOBt, che con Py-
BOP®, e si è trovato che la reazione procede più rapidamente e con resa migliore 
con quest'ultimo reagente. La reazione di coupling del diacido con l'ammina 
monoprotetta (34) procede in una notte dando una resa massima del 4 7% dopo 
purificazione tramite colonna cromatografica. 
Lo step seguente prevede lo sblocco del gruppo Fmoc dal composto 35 e il 
successivo coupling con l' ottapeptide dell' Aib protetto tramite Z. Il gruppo Fmoc è 
frequentemente usato per la sintesi dei peptidi in fase solida, in quanto la sua 
rimozione procede facilmente con numerose basi organiche tra cui piperidina, 
morfolina, dietilammina, trietilammina. s2 Inoltre, la purificazione del peptide 
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dall'eccesso di ammina dal dibenzofulvene e dagli addotti del dibenzofulvene con 
morfolina e piperidina viene fatta tramite semplici lavaggi della resina. Tuttavia, in 
fase liquida, si presenta il problema della rimozione dell'ammina in eccesso e dei 
sottoprodotti, per cui è necessario scegliere la base che crei meno difficoltà di 
purificazione. Nel nostro caso si è scelto di utilizzare la dietilammina poiché è 
bassobollente (bp ~ 50°C), non forma addotti col dibenzofulvene e ha dei tempi di 
reazione brevi. Lo sblocco infatti procede in 30 minuti usando un eccesso di 
dietilammina in soluzione al 50% in diclorometano e il prodotto viene purificato 
dal dibenzofulvene tramite filtrazione su gel di silice. L'ammina libera che si ottiene 
viene fatta reagire con l'ottapeptide dell'Aib N-protetto. 
Il reagente di coupling usato è nuovamente il Py-BOP®49,SO e la reazione 
procede in quattro giorni. Il grezzo viene purificato tramite lavaggi acidi e basici e 
cromatografia flash su gel di silice. Dallo spettro 1 H-NMR si osserva che il 
prodotto consiste in una miscela di estere allilico (36) e del suo acido libero (36a), 
in quanto il CH allilico a circa 5,9 ppm integra meno di 1. I due prodotti risultano 
difficilmente separabili tramite cromatografia su Si02 poichè presentano un Rf 
quasi identico. Tuttavia questo non costituisce un problema dal momento che gli 
altri gruppi proteggenti sono integri e il passaggio successivo prevede proprio la 
rimozione dell' estere allilico. La miscela viene dunque fatta reagire direttamente 
senza ulteriori purificazioni. 
La deprotezione del gruppo allilico procede in diclorometano con eccesso di 
morfolina e con Pd(PPh3)4 in quantità catalitica.52 Il meccanismo dello sblocco è 
illustrato nello Schema 3.14.53 
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Schema 3.14. Meccanismo di trasferimento di allile catalizzato da Pd. 
La reazione procede in qualche ora e l'acido libero viene purificato dalla 
morfolina in eccesso e dal suo addotto con l'allile tramite lavaggi acidi, mentre è 
necessario effettuare una cromatografia su Si02 per eliminare il catalizzatore. 
L'acido libero viene quindi fatto reagire con l' ottapeptide H-Aibs-OtBu 
utilizzando sempre come reagente di coupling il Py-BOP®. Infatti, l'acido, pur non 
essendo tetrasostituito in a presenta comunque un notevole ingombro sterico a 
causa delle dimensioni e per questo motivo ci si attende anche un tempo di 
reazione più lungo rispetto agli altri coupling. Infatti la reazione procede in 1 O 
giorni, durante i quali è stato necessario seguire la comparsa del prodotto tramite 
spettroscopia di massa ESI-MS, in quanto il reagente acido e il prodotto 37 hanno 
lo stesso Rf sia su TLC di silica che di allumina utilizzando numerosi eluenti. Dopo 
purificazione del grezzo tramite cromatografia, si ottiene il prodotto 37 con una 
resa del 65%, il quale è stato caratterizzato tramite spettrometria NMR e 
spettrometria di massa ESI-MS. 
A questo punto, si procede a deproteggere il gruppo Z di 37 tramite 
idrogeno lisi catalitica e s1 fa reagire l'ammina libera ottenuta con 1' acido 23, 
utilizzando come reagente di coupling il Py-BOP®. In questo caso l'acido 23 
risulta molto meno ingombrato e dunque più reattivo Infatti, la reazione procede in 
soli 4 giorni dando il prodotto 38 in resa del 55%. Come ultimo passaggio si 
deproteggono i gruppi amminici e fosfoesterei contemporaneamente tramite acido 
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trifluoroacetico in diclorometano 1:1, ottenendo il dimero 5 in resa quantitativa. 
Quest'ultimo è stato caratterizzato tramite spettrometria NMR e di massa ESI-MS. 
3.1.6. SINTESI DELLE MOLECOLE DI CONTROLLO 
Oltre ai peptidi 1 - 5, sono state sintetizzate le molecole di controllo 6 - 10 
(Figura 2.8). La molecola 6 è in realtà un intermedio nella sintesi di 1 ed era quindi 
già disponibile. 
Le specie 6 - 9 sono strettamente correlate al peptide 1, in quanto 
presentano lo stesso residuo oligopeptidico e la stessa catena idrofila polieterea; in 
esse però, il gruppo polare ad un'estremità (6), quello all'altra estremità (9) o 
entrambi (7 e 8) sono stati mascherati con gruppi apolari o poco polari. In questo 
modo si è voluta verificare l'importanza di tali gruppi polari ai fini dell'attività 
ionoforica. 
Il composto 10, invece, è privo del gruppo polare fosfato e, più importante, 
presenta una parte idrofoba paraffinica, quindi priva di qualsiasi strutturazione 
secondaria a causa del notevole numero di gradi di libertà rotazionali. In questo 
modo, si è valutata ulteriormente l'importanza di avere un residuo idrofobo 
organizzato, com'è l'elica 310 dell' ottapeptide. 
La sintesi delle specie 6 - 9 non ha presentato grosse difficoltà, visto che 
queste molecole sono ottenibili attraverso semplici reazioni di protezione e coupling 
di molecole che a loro volta sono intermedi nella sintesi di 1. Inoltre, nel processo 
sintetico che porta dalla specie 20 al composto 9, le specie 6 - 8 sono intermedi di 
reazione (Schema 3.15). 
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Z-Aib8-0tBu 
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Z-Aib8-0H 
Z'-Aib~0~NH2 
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f 
Schema 3.15. Reagenti e condizioni: a: TFA, CH2Ch, t.a., 4 h, quant.; b: 34, Py-BOP®, DIEA, CH2Ch, t.a., 
o.n., 79%; e: (CH3C0)20, NEt3, CH2Ch, t.a., o.n., 86%; d: H2, Pd/C, CH30H, t.a., o.n., 73%; e: 23, Py-
BOP®, DIEA, CH2Ch, t.a., 3 gg, 84%; f: TFA, CH2Ch, t.a., o.n., quant. 
Il composto 10 è stata ottenuto per condensazione della diammina 
poliossietilenica, monoprotetta con un gruppo Boe (34), con acido palmitico, in 
presenza di EDC, HOBt e NMM. La successiva rimozione del gruppo Boe con 
acido trifluoroacetico (50 % in CH2Cl2 anidro) ha permesso di ottenere 10 come un 
solido bianco, completamente caratterizzato mediante spettroscopia NMR e 
spettrometria di massa ESI-MS (Schema 3.16). 
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Schema 3.16. Reagenti e condizioni: a: EDC, HOBt, NMM, CH2Ch, t.a., o.n., 94%; b: TFA, CH2Ch, t.a., 
o.n., quant. 
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3.2. ATTIVITÀ IONOFORICA SU LIPOSOMI 
3.2.1. PREPARAZIONE DEI LIPOSOMI 
La prima operazione necessaria per gli studi di permeabilizzazione delle 
membrane liposomiali è la preparazione dei liposomi stessi. La procedura prevede 
innanzitutto la formazione di un film secco di lipidi (cake). Questo viene preparato 
per evaporazione di una soluzione cloroformica dei lipidi stessi, in genere una 
miscela di fosfatidilcolina (PC) e fosfatidilglicerolo (PG), 95/5 (mol/mol). La 
quantità di lipidi è tale da avere una concentrazione totale nella dispersione finale di 
20 mM. Nel caso degli esperimenti NMR si procede in seguito con l'aggiunta di 
una soluzione acquosa al 1 O % in D20 di Li Cl o N a Cl 100 mM, a seconda del tipo 
di esperimento che si vuole effettuare, ed il pallone contenente la soluzione viene 
fatto ruotare in un bagno termostatato a 40 °C per 30 minuti. Durante questo 
processo, definito swelling, il film di fosfolipidi si rigonfia, si stacca dalle pareti del 
pallone e forma una miscela composta da vescicole multilamellari (ML V), 
composte cioè da più doppi strati concentrici come una specie di cipolla, e, 
probabilmente, doppi strati non chiusi su stessi. La dispersione lipidica può essere 
sottoposta a sonicazione ottenendo vescicole unilamellari di piccole dimensioni 
(SUV, diametro di circa 20-40 nm).54 Questi liposomi, utilizzati per altre tecniche, 
non sono però adatti per la tecnica NMR, in quanto troppo piccoli e aventi un 
volume intrappolato ridotto. 
Per ottenere vescicole con un volume adeguato (LUV, Large Unilamellar 
Vesicles) si ricorre alla tecnica dell'estrusione attraverso filtri di policarbonato;55 
questa è preceduta da 5 cicli di freeze-thawing (gelamento-scongelamento), 
congelando, cioè, la dispersione in azoto liquido (- 196 °C) e ridisciogliendola 
immediatamente nel bagno termostatato a 40°C, in modo da fratturare le ML V e 
rendere più facile il processo di estrusione, nonché aumentare l'efficienza di 
intrappolamento (Figura 3.6).56 
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dry llpìdl film 
Figura 3.6. Preparazione dei liposomi. 
Il processo di estrusione consiste nel far passare, sotto pressione di azoto 
(15 bar), la dispersione lipidica attraverso filtri di policarbonato, inseriti in un 
apposito apparato di estrusione. Nel caso specifico sono stati utilizzati filtri con 
pori da 100 nm ed il processo di estrusione è stato ripetuto per 1 O volte: questo 
assicura la produzione di un insieme omogeneo di liposomi, caratterizzati da un 
diametro medio di 100 ± 33 nm (Figura 3.7).55,56 
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Figura 3.7. Micrografie elettroniche di vescicole prodotte per estrusione di vescicole multilamellari di 
fosfatidilcolina attraverso pori di 30 (a), 50 (b), 100 (c), 200 (d) e 400 nm (e). La barra rappresenta 150 nm. 
3.2.2. RIPARTIZIONE DEGLI IONOFORI NEI LIPOSOMI 
Prima di procedere allo studio dell'attività ionoforica dei van composti 
investigati si è proceduto a misurarne il grado di ripartizione nei liposomi. Infatti 
l'attività di uno ionoforo dipende dalla sua concentrazione nel sistema e in 
particolare dal suo grado di ripartizione nella membrana, cioè da quanto ionoforo è 
effettivamente legato alla membrana rispetto alla sua concentrazione analitica.La 
misura del grado di ripartizione è quindi importante, sia perché può dare delle 
indicazioni a livello meccanicistico, ma soprattutto perché consente un corretto 
confronto tra le attività di ionofori diversi. Ciononostante, la sua determinazione 
non è semplice, in quanto la ripartizione è un fenomeno dinamico e quindi la 
separazione dello ionoforo ripartito da quello non ripartito va condotta 
rapidamente e senza perturbare il sistema in modo da evitare che durante la 
separazione l'equilibrio di ripartizione si sposti verso lo ionoforo libero. 
Il metodo proposto da Regen e coll.66 nel caso del composto II utilizza una 
veloce gel-filtrazione mediante centrifugazione: una colonnina di Sephadex™ G-25 
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M preimpaccata viene vuotata dal volume escluso di eluente mediante 
centrifugazione, e viene quindi caricata con una dispersione di liposomi contenente 
una percentuale nota di ionoforo. Un'ulteriore centrifugazione permette di separare 
la dispersione dallo ionoforo non ripartitoche rimane adsorbito sulla resina. Questo 
metodo è risultato, però, non applicabile nel caso dei composti in esame. Infatti, la 
resina Sephadex™ G-25 M ha un range di frazionamento utile da 1000 a 5000 Da e 
questo significa che composti con un peso molecolare inferiore a 1000, come lo 
ionoforo II di Regen (11W = 689 g mol-1), vengono trattenuti, mentre quelli con 
peso molecolare maggiore, come i liposomi, vengono eluiti velocemente. Lo 
ionoforo 1, invece, ha un peso molecolare di 1161 g mol-1 e, quindi, trovandosi nel 
range di frazionamento, non viene completamente trattenuto, rendendo inefficace 
la gel-filtrazione. 
Anche una gel-filtrazione, condotta sulle stesse colonnine in maruera 
classica, non è soddisfacente come testimoniato dal cromatogramma in Figura 3.8. 
430.000 
-fr- Controllo 
~ Lposomi + 1 (1.0 %) 380.000 
~ a 330.000 4.> 
(,) 
UJ 
4.> 
280.000 ~ o 
iS 
:a 230.000 
-~ H .;: 
180.000 UJ = 4.> ..... = 130.000 
"""" 
80.000 
30.000 
0.5000 2.5000 4.5000 6.5000 8.5000 10.5000 
voi. eluito / mL 
Figura 3.8. Cromatogramma della gel-filtrazione di liposomi, preparati in presenza di 1 all'l.O %, e del 
controllo (1 in assenza di liposomi). Le lettere maiuscole rappresentano le diverse frazioni raccolte. In 
grassetto nero (F) è indicata la frazione con intensità di fluorescenza massima. In grassetto rosso (D, E) 
sono indicate le frazioni in cui sono presenti i liposomi (torbidità). 
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Nella Figura 3.8 si nota che il massimo di intensità di fluorescenza, correlata 
alla concentrazione di ionoforo come verrà spiegato in seguito, è relativo ad una 
frazione (F) priva di liposomi, i quali sono però presenti (torbidità visibile a occhio 
nudo) invece nelle due frazioni precedenti (D ed E). Ciò è indice del fatto che lo 
ionoforo 1 non viene sufficientemente trattenuto e separato dalle frazioni 
contenenti i liposomi, come evidenziato anche dal cromatogramma di controllo 
(Figura 3.8), ottenuto in assenza di liposomi. 
Si sono allora utilizzati dei sistemi di filtrazione per centrifugazione costituiti 
da membrane con cut-ojf di 10000 Da: centrifugando un millilitro di dispersione di 
liposomi per 30 minuti a 4250 rpm, si ottiene un volume di filtrato completamente 
limpido, cioè privo di liposomi, e contenente solo ionoforo non ripartito. 
Per valutare quantitativamente lo ionoforo presente nei vari campioni, s1 
sono utilizzate diverse tecniche analitiche. 
Nel caso delle specie con una o più ammine primarie libere (1 - 6 e 10), è 
stato condotto un saggio di fluorescenza che prevede l'uso della fluorescamina 
(Fluram®), una molecola non fluorescente che reagisce molto velocemente con le 
ammine primarie ( t112 = 100 + 500 ms) dando un addotto fluorescente. Dopo pochi 
istanti la reazione è completa e la fluorescamina in eccesso si idrolizza (t112 = 5 + 10 
s) dando degli addotti non fluorescenti (Figura 3.9); il saggio viene condotto a pH 
9. 
R-NH2 
t1;2 = 100-:- 500 ms 
Fluram® Fluoroforo 
0 
(non fluorescente) o 
Prodotti. di idrolisi non fluorescenti 
tv2 = s-:- 10 s 
Figura 3.9. Reazione della fluorescamina con ammine primarie e idrolisi del reagente a pH 9. 
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La fluorescenza può essere poi messa in relazione con la concentrazione di 
ammina mediante la costruzione di rette di taratura ottenute con soluzioni a 
concentrazione nota dei vari ionofori.57 Dal confronto della concentrazione di 
ionoforo nel filtrato (ionoforo non ripartito) e nel non-filtrato (ionoforo totale) è 
stato possibile determinare il grado di ripartizione. 
Nel caso dei composti 7 e 8, privi di un'ammina primaria ma che presentano 
un anello aromatico, e di quelli calissarenici Cl - C5, i quali presentano quattro 
anelli aromatici per molecola, si è invece utilizzata la tecnica spettroscopica UV, 
analizzando, anche in questi casi, l'assorbanza del filtrato e del non-filtrato e 
ottenendo di conseguenza il grado di ripartizione. 
Per gli steroidi Sl - S7, invece, poiché privi sia di cromofori che di ammine 
primarie, non è stato determinato il grado di ripartizione . 
La Tabella 3.1 riassume i valori del grado di ripartizione delle specie 
esaminate. 
Ionoforo Grado di ripartizione (%)a Metodob 
1 35 A 
2 53 A 
3 87 A 
4 21 A 
5 83 A 
6 87 A 
7 69 B 
8 75 B 
10 98 A 
Cl > 90 e 
C2 > 90 e 
C3 > 90 e 
C4 > 90 e 
C5 > 90 e 
Tabella 3.1. Grado di ripartizione dei composti peptidici 1- 8 e 10 e dei composti calissarenici Cl - C5. a Il 
grado di ripartizione (GR) è stato calcolato secondo l'equazione: GR = ([ion]tot - [ion]filtr) / [ion]tor · 100. b 
Cfr. Parte Sperimentale, Sezione 5.6. 
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L'analisi della Tabella 3.1 relativamente ai composti a base peptidica (1-10) 
mostra un comportamento differenziato: mentre i composti di controllo (6 - 10) 
sono ripartiti in modo considerevole nell'aggregato, con qualche piccola differenza 
forse imputabile alle diverse metodologie di analisi, come, ad esempio, nel caso dei 
derivati 6 e 7, i composti 1 - 4 mostrano una più bassa ripartizione ad eccezione del 
derivato 3. In particolare gli ionofori 1 e 4 sono ripartiti solo per il 35 % e per il 21 
% rispettivamente. In maniera abbastanza sorprendente 2, che rispetto ad 1 ha una 
catena ossietilenica più corta ma anche un peptide più corto, è più ripartito nei 
liposomi che il composto 1 stesso. La più alta ripartizione di 3 rispetto ad 1 è invece 
probabilmente correlata alla presenza delle ammine che sono più lipofile rispetto 
agli ossigeni. In questo caso, e come ci si può aspettare visto che il modulo di 
conduzione è in entrambi i casi una spermina, il tetrapeptdide 4 è meno ripartito 
rispetto ali' ottapeptide 2. Complessivamente comunque e con qualche eccezione le 
differenze non sono molto grandi e quindi un confronto diretto, come ad esempio 
tra le attività di 1 e 2, non dovrebbe risentire in maniera determinante del diverso 
grado di ripartizione. 
I composti calissarenici Cl - C5, invece, sono tutti completamente ripartiti 
nella membrana. 
3.2.3. ESPERIMENTI 23NA-NMR 
Lo ione Na+, assieme al K+, è il catione presente alle più alte concentrazioni 
nelle cellule viventi. La concentrazione di ioni Na+ è un diretto regolatore della 
pompa Na+-K+, la quale, a sua volta, è implicata nell'energetica della cellula;2 non 
solo, i livelli di N a+ intracellulare sono strettamente correlati alla proliferazione 
cellulare e quindi possono essere messi in relazione alla mitogenesi e alla 
oncogenesi. ss Per questo motivo, risulta di considerevole interesse lo studio delle 
concentrazioni di Na+ intra- ed extra-cellulari e il flusso di questo ione attraverso 
membrane plasmatiche. La spettroscopia NMR del 23N a fornisce una tecnica non 
invasiva per questi scopi, utilizzabile sia su cellule intatte che su sistemi modello 
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come i liposomi. Sfortunatamente, il problema che si riscontra è che le risonanze di 
ioni Na+ intra- ed extra-vescicolari cadono alla stessa frequenza nello spettro 
NMR. Eesistono, però, dei modi per differenziare le due popolazioni ioniche. 
Nel caso specifico di questo lavoro di Tesi, si è fatto uso di uno shift reagent, 
aggiunto dopo la formazione dei liposomi, per differenziare il chemical shift dello 
ione Na+, presente nel volume intrappolato (Na\n), da quello presente nella 
soluzione esterna ai liposomi (Na+ out). Lo shift reagent è il complesso [Dy(PPP)2]7-
formato in situ dal DyCb e dal trifosfato di sodio (NasP3010, Na-PPP).59 
In funzione di come vengono preparati i liposomi, possono venir effettuate 
due diverse tipologie di esperimento, il primo volto a determinare il volume 
intrappolato nei liposomi ed il secondo mirato a valutare le proprietà ionoforiche di 
specie chimiche. 
3.2.3.1. Determinazione del volume intrappolato 
Per determinare il volume intrappolato all'interno dei liposomi, questi 
vengono preparati in una soluzione di N a Cl 100 mM utilizzando una miscela di PC 
e PG, 95/5 (mol/mol). Alla dispersione di liposomi si aggiunge un volume uguale 
di una soluzione di shift reagent. Le concentrazioni dei vari sali sono tali da eguagliare 
la forza ionica della soluzione di NaCl in cui sono preparate le vescicole, al fine di 
evitare shock osmotici agli aggregati. 
Il complesso del disprosio, essendo carico negativamente e relativamente 
voluminoso, non è in grado di penetrare all'interno dei liposomi e rimane confinato 
al loro esterno. In questo modo solo lo ione N a+ che si trova al di fuori dei 
liposomi interagisce con il complesso paramagnetico e questa interazione risulta in 
uno spostamento del suo valore di chemical shift, come si può osservare dalla Figura 
3.10. 
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Figura 3.10. Situazione dopo l'aggiunta dl reagente di shif e relativo spettro NMR. 
Il picco meno intenso cade ad un valore di chemical shift uguale a quello 
ottenuto con una soluzione standard contenente unicamente NaCl, a cui è stato 
assegnato il valore arbitrario di O ppm, e quindi corrisponde alla popolazione di 
Na+ interno alle vescicole (Na+in). Il picco più intenso cade a circa -11 ppm e 
corrisponde alla popolazione di Na+ esterno alle vescicole (Na+ out) e in contatto 
con il complesso di disprosio. Integrando i due segnali del Na+ si ottiene il 
rapporto percentuale tra le due popolazioni, e quello del Na+in risulta essere 1'1.6 % 
del Na+ totale, nelle condizioni sperimentali adottate. 
3.2.3.2. Cinetica di permeazione di ioni Na+ 
Per verificare se un potenziale ionoforo è in grado di alterare la permeabilità 
della membrane liposomiale e di favorire la migrazione dello ione Na+ attraverso la 
membrana stessa, si conduce un esperimento simile a quello sopra riportato, ma 
preparando la dispersione di vescicole in una soluzione di Li Cl 100 mM. 
Solitamente lo ionoforo viene aggiunto direttamente alla soluzione cloroformica di 
lipidi prima delle varie operazioni che portano alla formazione dei liposomi per 
favorire la ripartizione dello ionoforo stesso nell'aggregato vescicolare. 
Dopo aver preparato la dispersione di liposomi, questa viene diluita con un 
volume uguale della soluzione di shift reagent. 
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Al tempo zero, cioè subito dopo l'aggiunta della soluzione di shift reagent, 
all'interno delle vescicole è presente solo Li+ e quindi nello spettro NMR si osserva 
solo la risonanza dello ione Na+ esterno alle vescicole ed in contatto con il 
complesso di disprosio. Se però, per la presenza di uno ionoforo o anche 
semplicemente perché la membrana vescicolare è permeabile, lo ione Na+ 
attraversa la membrana e va a sostituire uno ione Li+ nell'acqua racchiusa 
all'interno del liposoma, si osserva la comparsa del segnale Na+in e la sua crescita 
nel tempo (Figura 3.11).20 
Na' 
• 
liposoma ppsmto 
in preSU12a di icno1cro N a' r 
-lO 
Figura 3.11. Cinetica di permeazione di ioni Na+ mediata da ionofori. 
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3.2.3.3. Proprietà ionoforiche dei composti peptidici 1 - 10 
La Figura 3.11 riporta gli spettri 23Na-NMR eseguiti ad intervalli di tempo 
regolari di una dispersione di liposomi, preparati in presenza del composto 1 all'1 
% (molpeptide/moliipide). Si osserva che mentre nel primo spettro, il picco del Na\n a 
O ppm è molto poco intenso, col passare del tempo esso cresce in intensità ad 
indicare che il processo permeazione del sodio attraverso la membrana vescicolare 
sta avvenendo. Integrando i picchi dei vari spettri e riportando in grafico la 
percentuale del Na+ entrato nel liposoma in funzione del tempo si ottengono dei 
profili cinetici del tipo di Figura 3.12. 
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Figura 3.12. Profili cinetici per la permeazione di ioni Na+. 
Il profilo che si ottiene è quello di una cinetica del 1° ordine ed il valore 
limite di percentuale di Na\n è in buon accordo con il valore massimo stimato 
nell'esperimento di intrappolamento. L'interpolazione dei dati sperimentali fornisce 
una costante di velocità del processo di permeazione (kobs) pari a 0.0059 min-1 cui 
corrisponde un tempo di semivita di 120 minuti. Quindi, già dopo due ore il 50% 
dello ione Na+ è entrato nelle vescicole e dopo 10 ore il processo è pressoché 
concluso. In Figura 3.12 è anche riportato il profilo cinetico che si ottiene in 
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assenza di ionoforo (controllo) che mette chiaramente in evidenza come le 
vescicole preparate siano sostanzialmente impermeabili allo ione Na+. 
La dipendenza dell'attività ionoforica dalla concentrazione di 1 è riportata 
nel grafico di Figura 3.13. 
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Figura 3.13. Profili cinetici a diverse concentrazioni di 1. 
L'attività ionoforica aumenta all'aumentare della concentrazione di 
ionoforo, com'è naturale attendersi. In Figura 3.14 è riportato il profilo cinetico 
ottenuto mettendo in grafico le costanti osservate in funzione della concentrazione 
di ionoforo 1. Si può osservare come, al di là degli errori sperimentali, l'andamento 
è essenzialmente lineare. 
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Figura 3.14. Profilo delle kobs in funzione della percentuale di 1. 
Questo tipo di profili, associati a fenomeni cinetici legati 
all'autoassemblaggio di spec1 monomeriche che formano un aggregato 
supramolecolare attivo (il canale in questo caso), viene normalmente interpretato 
con l'Equazione 3.1 proposta da Regen24,40 che deriva dalla più nota equazione di 
Hill.60 
k [monomero r 
k - ---='--------=--
obs - K Equazione 3.1 
In essa, kobs è la costante cinetica osservata, k la costante cinetica intrinseca 
del processo di permeazione degli ioni Na+ e K la costante di dissociazione 
dell'aggregato formato da n monomeri. A seconda del valore di n si possono 
trovare deviazioni dalla linearità positive (n > 1), negative (n < 1) o anche 
andamenti lineari (n = 1). Il tipo di andamento che si osserva è legato all'energetica 
di formazione dell'aggregato supramolecolare e in particolare valori di n superiori 
all'unità si osservano per processi di associazione endoergonici in cui cioè 
l'equilibrio è poco spostato verso l'aggregato, mentre valori inferiori o eguali 
all'unità (andamenti a saturazione o lineari) si osservano per processi esoergonici 
86 
3. RISULTATI E DISCUSSIONE 
dove cioè l'equilibrio favorisce l'aggregato.61 Nella pratica andamenti con 
deviazione positiva dalla linearità vengono considerati come una valida evidenza 
per un meccanismo di tipo cooperativo in cui più monomeri assemblano per 
formare il poro o canale attivo nell'alterare la permeabilità della membrana. 
Andamenti, invece, a saturazione o lineari sono di più difficile interpretazione in 
quanto anche altri meccanismi portano a questo tipo di profili come, ad esempio, 
nel caso di canali formati da una singola molecola o composti che agiscono da 
carrier. Nel caso presente, comunque, si può ragionevolmente escludere sia la 
formazione di canali unimolecolari, date le dimensioni troppo ridotte dello 
ionoforo, che un meccanismo di tipo carrier. Infatti i valori delle costanti di 
velocità misurate sono troppo elevati per questo tipo di meccanismo e, inoltre, lo 
ionoforo 1 mostra una attività più elevata rispetto alla anfotericina B (Figura 3.15), 
per la quale è comunemente accettato un meccanismo di tipo barrel-stave. Molto 
probabilmente, quindi, siamo in presenza di un fenomeno associativo esorgonico 
oppure stiamo esplorando regioni di concentrazioni di ionoforo troppo ristrette 
per metter in evidenza la reale curvatura del profilo cinetico. 
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Figura 3.15. Confronto fra le attività ionoforiche di 1 e AmB. 
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Il composto 2 mostra, similmente a 1, un'interessante attività ionoforica 
(Figura 3.16, sinistra); anche in questo caso, riportando le costanti cinetiche in 
funzione della concentrazione, si ottiene un profilo pressochè lineare (Figura 3.16, 
destra). 
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Figura 3.16. Cinetica Na+ di 2 a diverse concentrazioni (a sinistra) e profilo delle kobs in funzione della 
percentuale (a destra). 
Dal confronto delle costanti cinetiche, riportate nelle tabelle in Figura 3.14 e 
3.16, si può osservare che i due composti hanno attività ionoforica paragonabile, a 
parità di concentrazione, e comunque non molto diversa anche se si tiene conto del 
diverso grado di ripartizione dei due ionofori, nonostante la notevole differenza di 
lunghezza della porzione peptidica che dovrebbe comportare una diversa 
strutturazione del peptide stesso. Infatti, mentre l'ottapeptide è sufficientemente 
lungo da assumere una struttura elicoidale ad elica 310, il tetrapeptide non dovrebbe 
essere strutturato e dovrebbe quindi assumere una conformazione random coil che in 
peptidi così corti corrisponde probabilmente ad una struttura estesa. La 
strutturazione secondaria ad elica, con una forma tubolare ben definita, avrebbe 
dovuto garantire una migliore interazione con le catene idrocarburiche dei 
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fosfolipidi e la formazione di aggregati più ordinati rispetto al derivato tetramerico 
e questo avrebbe potuto riflettersi in una aumentata attività ionoforica. Tuttavia, i 
dati non confermano questa previsione e nemmeno la diversità nella catena 
idrofila, in ogni caso modesta, sembra essere sufficiente a differenziare il 
comportamento ionoforico. 
Il comportamento dei composti 3 e 4 è invece piuttosto diverso: oltre ad 
un'inversione di attività con il composto 3 caratterizzato dalla catena otta-Aib 
meno attivo del tetrapeptide 4, nonostante la sua maggiore ripartizione in 
membrana, le attività ionoforiche sono piuttosto basse, inferiori anche a quella 
dell'anfotericina B, come illustrato in Figura 3.17. 
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Figura 3.17. Confronto fra le attività ionoforiche dei composti 1- 4 e Anfotericina B. 
Nel caso dei composti 3 e 4 si può ipotizzare che v1 sia un'interazione 
elettrostatica repulsiva, e quindi controproducente ai fini dell'attività ionoforica, tra 
gli ioni Na+ e i gruppi amminici del residuo di spermina, almeno parzialmente 
protonati nelle condizioni operative. Indipendentemente dal tipo di aggregato che 
si forma in membrana, l'eventuale canale ionico risulta quindi delimitato da unità 
idrofiliche cariche positivamente e quindi non in grado di favorire il passaggio degli 
ioni Na+ . Un'analogo fenomeno, con ionofori funzionalizzati con una spermina 
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inattivi nel promuovere il trasporto dello ione Na+, era stato osservato anche da 
Regen e coll.40 
Dal punto di vista strutturale, lo ionoforo 1, assumendo che l'oligopeptide 
sia in conformazione 310, ha una lunghezza della porzione idrofobica di circa 17.5 
A, come misurato dal modello molecolare (Figura 3.18). Il derivato tetrapeptidico, 
invece, assumendo una conformazione estesa degli amminoacidi somigliante a un 
foglietto . ~ ha una lunghezza della porzione idrofobica di circa 13 A. 
Conseguentemente i due ionofori sono in grado di oltrepassare solo uno dei due 
foglietti fosfolipidici di una membrana, la quale in media presenta uno spessore di 
35 - 40 A. Il modello molecolare dell'anfotericina B, similmente, mostra una 
lunghezza della porzione polienica di 18.5 A, abbastanza simile a quella di 1. Nel 
caso dell'anfotericina B, è comunemente accettato che essa formi aggregati 
cilindrici in ogni foglietto e che, dall'allineamento di due di questi aggregati, si 
origini il canale ionico (modello barrel-stave) e quindi si dovrebbe ipotizzare un 
meccanismo simile anche per i composti 1 e 2. 
17.5 A 
18.5 A 
Figura 3.18. Modelli molecolari di 1 (in alto) e AmB (in basso). 
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Se l'ipotesi di un meccanismo di tipo barrel.stave è corretta ne consegue che 
una molecola strutturalmente simile ad 1, ma sufficientemente lunga da attraversare 
completamente la membrana fosfolipica, dovrebbe essere molto più attiva in 
quanto per formare un poro sarebbe sufficiente l'aggregazione dei monomeri senza 
il necessario allineamento casuale di due aggregati di ionofori residenti nei due 
strati lipidici. Per verificare questa ipotesi è stata progettata e sintetizzata una specie 
dimera, 5, ottenuta dall'unione formale di due molecole di ottapeptide 1 
La Figura 3.19 riporta i profili cinetici per i due ionofori 1 e 5 all'l % di 
concentrazione. 
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Figura 3.19. Confronto fra le attività ionoforiche di 1 e 5. 
Come si può notare, accade l'esatto contrario: il dimero 5 è meno attivo di 1 
e quindi si può concludere che l'ipotesi di un meccanismo di tipo barrel-stave per 1 
sembra poco probabile, sebbene non escludibile a priori. 
Le molecole di controllo 6 - 9, che sono state investigate per approfondire 
il ruolo giocato nel determinare l'attività ionoforica dai gruppi ammonici e fosfato 
del composto 1, hanno mostrato dei comportamenti parzialmente inaspettati. 
Infatti, se il gruppo fosfato è "mascherato" da due benzili (8) oppure e 
sostituito da un gruppo Z (6 e 7), l'attività ionoforica aumenta enormemente; se 
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invece è il gruppo ammonio ad essere bloccato con un acetile (9), l'attività, rispetto 
ad 1, diminuisce. 
La Figura 3.20 riporta i profili cinetici ottenuti in presenza delle quattro 
molecole di controllo 6 - 9 e, per confronto, di 1. 
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Figura 3.20. Profili cinetici delle molecole di controllo 6 - 9 e di 1. 
Si noti che, mentre per 9 è riportata la curva cinetica all'1 % di 
concentrazione come nel caso di 1, per le molecole 6 - 8, i profili sono simili a 
quello di 1, ma sono stati ottenuti a concentrazioni molto più basse. L'attività 
ionoforica più elevata è stata riscontrata nel caso del derivato 6 per il quale si 
ottiene un valore di costante cinetica comparabile a quella di 1 ma ad una 
concentrazione 200 volte inferiore. 
Considerando la dipendenza dell'attività dalla concentrazione di ionoforo, si 
trova che essa è correlata linearmente con le kobs anche nel caso dei composti 6 - 9. 
La Figura 3.21 riporta i profili cinetici e tale correlazione nel caso della molecola di 
controllo 8. 
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Figura 3.21. Cinetica Na+ di 8 a diverse concentrazioni (a sinistra) e profilo delle kobs in funzione della 
percentuale (a destra). 
Per razionalizzare i dati sperimentali, si è ipotizzata una diversa modalità di 
inserimento dello ionoforo nel doppio strato e, in ultima analisi, un diverso 
comportamento ionoforico. Si consideri, innanzitutto, la schematizzazione indicata 
in Figura 3.22: due cerchi per i gruppi terminali (rosso per i gruppi polari ammonio 
e fosfato, blu per quelli meno polari, dibenzil fosfato, Z e acetammide), un 
rettangolo blu per la catene idrofobica (l'oligopeptide) e una serpentina verde per 
quella idrofilica. 
• Gruppi b!i:minali polu:i 
• Gruppi b!urunali meno p olu:i 
Ionofoi:o 
Unità. icù:ofo bica rigida 
Figura 3.22. schematizzazione della struttura degli ionofori 1 e 6 - 9. 
Si può ipotizzare che 1 si inserisca nella membrana con la parte idrofobica 
parallela alle catene alifatiche e i due gruppi polari, formanti o meno tra loro un 
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ponte salino, posti a livello delle teste polari dei fosfolipidi, a dare interazioni 
stabilizzanti con i fosfati (Figura 3.23A). Questa ipotesi è chiaramente una 
situazione limite probabilmente anche non corretta in quanto i dati sopra elencati 
sembrano in contraddizione con un meccanismo di tipo barrel-stave che 
richiederebbe questo tipo di geometria di inserimento. L'altra situazione limite, che 
sarebbe in maggior accordo con un meccanismo di tipo carpet, è rappresentata da 
un inserimento perpendicolare alle catene alifatiche con il gruppo fosfato 
interagente con le teste polari, il peptide inserito nella membrana poco sotto la 
superficie e la catena idrofilica e il gruppo ammonico giacenti sulla superficie con 
quest'ultimo che fornisce interazioni stabilizzanti con i residui fosforici dei 
fosfolipidi. In ogni caso, comunque, i ragionamenti sviluppati di seguito si 
applicano in modo eguale ad entrambe le situazioni limite. 
Figura 3.23. Ipotesi di inserimento nella membrana. 
Tornando alla proposta illustrata in Figura 3.23, se il gruppo ammonio viene 
acetilato, come nel caso di 9, questo modo di inserimento è ancora valido, ma la 
perdita del ponte salino e di una parte delle interazioni stabilizzanti con i fosfati 
può spiegare la diminuzione di attività di 9 rispetto ad 1 (Figura 3.23B). Se, invece, 
il gruppo fosfato viene mascherato, come nel caso di 6 - 8, vengono perse le 
interazioni stabilizzanti con la superficie carica della membrana ed è necessario 
ipotizzare una modalità di inserimento completamente diversa: La molecola si 
inserirebbe quindi nel doppio strato con entrambe le parti idrofobe, oligopeptide e 
fosfato "mascherato", lasciando la catena idrofilica protrudere verso l'esterno a 
dare interazioni stabilizzanti con le teste polari dei fosfolipidi (Figure 3.23C e D). 
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Questa diversa geometria di inserimento che comunque sarebbe più in accordo con 
un meccanismo di tipo carpet rispetto ad uno di tipo barrel-stave può essere alla base 
dell'accresciuta attività ionoforica di 6 - 8. Inoltre, tra di essi, si può spiegare la 
leggera differenza di attività, riportata in Figura 3.20, postulando una più scarsa 
interazione dell'acetammide con i fosfati dei fosfolipidi (caso di 8, Figura 3.23D), 
rispetto quello dell'ammonio (caso di 6, Figura 3.23C). 
Infine l'ultima molecola di controllo, 10, ha mostrato, come ci si aspettava, 
una bassa attività, sebbene non nulla, essendo priva di elementi strutturali 
importanti come la catena peptidica parzialmente strutturata e il gruppo fosfato 
(Figura 3.24). 
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Figura 3.24. Profilo cinetico della molecola di controllo 10. 
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3.2.3.4. Proprietà ionoforiche dei composti calissarenici Cl - CS 
I composti calissarenici C1 - CS (Figura 2. 9) fanno parte di una nuova 
classe di ionofori sintetici sintetizzati dal gruppo del Prof. De Riccardis 
dell'Università di Salerno.30 
La Tabella 3.2 riporta le costanti cinetiche di permeazione di ioni Na+ per i 
cinque composti, all'1 % di concentrazione, confrontate con quella di anfotericina 
B. 
ionoforo kobs I 10-3 min-1 
et 1.21 
C2 1.96 
C3 1.92 
C4 0.60 
C5 0.65 
AmB 2.67 
Tabella 3.2. Costanti cinetiche di permeazione di ioni Na+ dei composti calissarenici Cl- C5 e di AmB. 
Tutti i composti calissarenici sono efficienti nel trasporto di ioni Na+. In 
particolare i composti Cl - C3, caratterizzati dalla conformazione 1,3-alternata, 
risultano più attivi dei composti a cono C4 e CS e la loro attività è paragonabile a 
quella dell'anfotericina B. Questa differenza di attività è ancora più evidente dal 
grafico di Figura XX dove sono riportati i profili cinetici attività / concentrazione 
per i composti C2 e CS. 
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Figura 3.25. Profili delle kobs in funzione della concentrazione per i composti calissarenici C2 e CS. 
Come è gta stato anticipato nell'Introduzione (Sezione 1.6.2.1), le due 
diverse conformazioni si riflettono in una lunghezza diversa della molecola: i 
composti 1,3-alternati C1 - C3, con una lunghezza di 35.0 ± 2.0 A sono in grado di 
oltrepassare il doppio strato fosfolipidico mentre questa possibilità per i composti a 
cono C4 e C5 (25.0 ± 2.0 A) è più remota. È quindi plausibile, per i calissareni Ct -
C3, un meccanismo unimolecolare, mentre nel caso di C4 e C5 la formazione di 
una struttura attiva richiederebbe l'assemblaggio di almeno due molecole residenti 
nei due diversi foglietti della membrana e queste considerazioni trovano pieno 
riscontro nei risultati cinetici. All'interno dei due tipi di conformazione, è difficile 
invece determinare una netta dipendenza dell'attività dal tipo di residui presenti 
sulle unità steroidee, il che indica che non vi è una chiara preferenza verso ossidrili 
liberi o acetilati. 
3.2.3.5. Proprietà ionoforiche dei composti steroidei St- S7 
Gli steroidi St - S7, come i calissareni Ct - C5, sono stati forniti dal gruppo 
del Prof. De Riccardis dell'Università di Salerno. Come i composti 1- 4, le specie 
St - S7 sono state progettate prendendo come riferimento la squalamina: esse 
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comprendono tutte un'unità idrofobica rigida Oo steroide), una catena idrofila 
flessibile (il polietere) e, salvo due casi (S5 e S6), due ossidrili come gruppi terminali 
polari. 
Dal punto di vista strutturale, questi composti sono piuttosto variegati per 
quanto riguarda il nucleo steroideo (con una o nessuna insaturazione, con nessuno, 
uno o tre ossidrili), la catena polieterea di diverse lunghezze e il suo 
posizionamento sul nucleo ciclopentaperidrofenantrenico. Due di essi, St e S2, 
inoltre sono composti dimerici, derivati formalmente dall'accoppiamento di due 
unità steroide-polietere tramite un legame covalente singolo. 
Fino ad ora, sono state valutate le capacità ionoforiche nei confronti di ioni 
N a+ degli steroidi S2 e S3, gli unici due che possano essere considerati l'uno (S2) il 
dimero dell'altro (S3), pur con una piccola differenza rappresentata dal carbonile 
sulla catena polieterea del dimero S2, assente invece sul monomero S3. Le due 
specie, considerate nella conformazione indicata in Figura 2.1 O, presentano una 
lunghezza di circa 40 A (S2) e 20 A (S3), come determinato da calcoli di meccanica 
molecolare. 36 In questa conformazione, quindi, S2 è in grado di oltrepassare 
completamente un doppio strato fosfolipidico e, nell'ipotesi di un meccanismo tipo 
ba-rrel-stave, dovrebbe essere molto più attivo di S3, per il quale, invece, oltre 
all'autoassemblaggio si richiede l'allineamento di due cluster. 
Tuttavia i risultati preliminari ottenuti mostrano un'attività ionoforica molto 
simile per S2 e S3 (Figura 3.26). 
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• S2 1.0 %; kobs = 0.00196 m.in-l 
O.O S3 1.0 %; kobs = 0.00155 m.in-l 
o 200 400 600 800 1000 
tempo/ min 
Figura 3.26. Profili cinetici per gli steroidi S2 e S3. 
Questi dati sono comunque preliminari ed è quindi necessario uno studio 
più approfondito. 
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3.2.4. PERMEABILITÀ AGLI IONI H+ 
La permeazione di ioni H +, attraverso il doppio strato fosfolipidico, è stata 
investigata utilizzando una specie fluorescente sensibile al pH, 1'1-idrossipiren-
3,6,8-trisolfonato di sodio (piranina) (Figura 3.27).62 
o~ 
<±> /~ 
Na 90 
<±> 
Na 
-:::::-0 
u7\ <±> 
O Na e 
Figura 3.27. Struttura di 1-idrossipiren-3,6,8-trisolfonato di sodio (piranina). 
Il grado di ionizzazione del gruppo ossidrilico, e quindi il pH dell'ambiente 
circostante, ha un notevole effetto sull'intensità di fluorescenza della molecola (Àem: 
51 O nm) che aumenta all'aumentare del pH: Infatti, la ionizzazione del gruppo 
ossidrilico (pKa = 7 .2) è associata con un pronunciato red shift nel massimo di 
assorbimento, da 400 nm (pH 4) a 450 nm (pH 10), mentre il massimo di 
emissione a 510 nm rimane sostanzialmente invariato; di conseguenza l'ammontare 
della fluorescenza a 510 nm, eccitando a 450 nm, riflette la concentrazione della 
specie deprotonata e quindi il pH del mezzo. 63 L'andamento dell'intensità di 
fluorescenza in funzione del pH è di tipo sigmoidale, con un tratto pressochè 
rettilineo tra pH 7 e 8. 64 
Il carattere polianionico della piraruna rende questo fluoroforo molto 
solubile in mezzi acquosi e adatto all'uso con i liposomi, in quanto non è in grado 
di legarsi significativamente ai doppi strati fosfolipidici e nemmeno di attraversarli. 
In tal modo è possibile condurre lo swelling del cake lipidico in una soluzione 
acquosa tamponata di piranina (tipicamente 0.1 mM, pH 7 .O), preparare i liposomi 
secondo il solito metodo e, infine, eliminare la piranina non intrappolata nelle 
vescicole mediante una veloce gel-filtrazione. I liposomi così prodotti presentano 
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una "piscina" interna tamponata a pH 7.0 e contenente piranina che non viene 
rilasciata, se non in seguito alla rottura dei liposomi stessi, ad esempio utilizzando il 
tensioattivo Triton® X-100 (Figura 3.28). 
L'eventuale passaggio di protoni attraverso la membrana viene messo m 
evidenza provocando un pH-shock, cioè innalzando repentinamente il pH esterno ai 
liposomi da 7.0 a 7.6 mediante l'aggiunta di una soluzione di NaOH. Lo squilibrio 
esterno/interno tende a far fuoriuscire protoni dall'interno dei liposomi, o, di 
converso, a far entrare ioni idrossido, e ciò porta alla deprotonazione della piranina 
e ad un conseguente aumento di intensità di fluorescenza. In assenza di ionoforo, si 
nota un leggero aumento di intensità, che rappresenta la lenta cinetica di 
permeazione di ioni H+, caratteristica della permeabilità intrinseca del doppio strato 
fosfolipidico . In presenza di uno ionoforo, invece, l'aumento di intensità nel tempo 
è molto più consistente e segue una cinetica di pseudo 1 °. ordine. Alla fine 
dell'esperimento, come ulteriore controllo, viene provocata la fuoriuscita della 
p1taruna dai liposomi, mediante lisi di questi ultimi con Triton® X-100 (Figura 
3.28). 
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Figura 3.28. Profilo cinetico della permeazione di protoni in assenza di ionoforo. 
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Per questo tipo di esperimenti, i liposomi vengono preparati in assenza di 
ionoforo, il quale viene aggiunto, in soluzione di metanolo, mezz'ora prima della 
misura (tempo di incubazione). L'eventuale effetto del metanolo, presente in 
concentrazione mai superiore all'l % (v /v), è risultato, in ogni caso, irrilevante ai 
fini della permeabilità ai protoni della membrana liposomiale. 
3.2.4.1. Proprietà protonoforiche dei composti peptidici 1 - 10 
Il primo composto analizzato, 1, ha mostrato una buona attività 
protonoforica (Figura 3.29) che dipendente dalla concentrazione di ionoforo in 
modo non lineare, come mostrato in Figura ## dove si può chiaramente notare 
una deviazione positiva dalla linearità .. In base alle considerazioni di Regen24,4o e 
utilizzando l'Equazione 3.1 (Sezione 3.2.3.3), si trova un valore di n pari a 2.80. 
Questo dato indica che il trasporto degli ioni H + è mediato da un aggregato di 
ionofori costituito, apparentemente, da tre monomeri. Tuttavia questa indicazione 
numerica sulla composizione dell'aggregato attivo è da considerarsi con cautela. 
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Figura 3.29. Cinetica H + cli 1 a diverse concentrazioni (a sinistra) e profilo delle kobs in funzione della 
percentuale (a destra) . 
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Il tetra peptide 2 ha evidenziato anch'esso delle buone caratteristiche 
protonoforiche ma in questo caso l'attività è in generale inferiore e il valore di n è 
pari a 1.27 e quindi poco indicativo (Figura 3.30). 
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Figura 3.30. Cinetica H+ di 2 a diverse concentrazioni (a sinistra) e profilo delle kobs in funzione della 
percentuale (a destra). 
È comunque interessante notare che 2 presenta attività protonoforiche 
inferiori a 1 ma paragonabili a quelle di anfotericina B (Figura 3.31). 
120 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--., 
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-- 2 1.0 %; kobs = 0.00148 s-1 
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Figura 3.31. Confronto fra le attività protonoforiche di 1, 2 e AmB. 
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I composti con catena poliamminica, 3 e 4, sono anch'essi in grado di 
promuovere il passaggio di protoni attraverso il doppio strato fosfolipidico (Figura 
3.32). 
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Figura 3.32. Profili cinetici di 3 (in alto) e 4 (in basso). Analizzando le curve con il modello proposto da 
Regen (equazione 3.1) si ottengono valori di n di 3.63 nel caso di 3 e di 1.53 nel caso di 4. 
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Paragonando il comportamento dei cinque ionofori 1- 4 e dell'anfotericina 
B, si nota che, innanzitutto, tutti i quattro composti peptidici si sono dimostrati 
attivi in maniera paragonabile o superiore all'anfotericina B, presa come 
riferimento; in secondo luogo, per l'attività risulta importante la lunghezza della 
catena oligopeptidica, con i composti ottapeptidici (1 e 3) maggiormente attivi di 
quelli tetrapeptidici (2 e 4), mentre il tipo di catena idrofila (polieterea in 1 e 2, 
poliamminica in 3 e 4) non ha quasi nessun effetto sull'attività (Figura 3.33). 
ionoforo Il % Il k obs / s-1 
1 1.0 0.00771 
80 2 1.0 0.00148 
3 1.0 0.00724 
4 1.0 0.00161 
AmB 1.0 0.00233 
--1 
20 
-- 2 
-- 3 
--4 
-- AmB 
o 100 200 300 400 500 600 
tempo/ s 
Figura 3.33. Confronto fra le attività protonoforiche di 1, 2, 3, 4 e AmB. 
Questo comportamento è diverso da quello riportato da Regen e coll. per 
gli analoghi della squalamina (I e 11).40 In quel caso, infatti, l'attività protonoforica 
è praticamente nulla quando la catena idrofila è di tipo polietereo, mentre è elevata 
quando il modulo di conduzione è di tipo poliamminico. 
Inoltre, il trend osservato è ben diverso da quanto trovato negli esperimenti 
di permeazione di ioni Na+, in cui è il tipo di catena idrofila a fare da discriminante. 
Bisogna dire, però, che i due tipi di esperimento non sono direttamente 
paragonabili; innanzitutto, le condizioni sperimentali sono diverse, in termini di 
concentrazione della dispersione lipidica (10 mM negli esperimenti 23Na-NMR, 
0.17 mM negli esperimenti di fluorescenza), pH (8 e 7 -;- 7 .6, rispettivamente), forza 
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ionica (più elevata nelle cinetiche di permeaz1one di H + per la presenza del 
tampone), modalità di aggiunta dello ionoforo (all'atto della preparazione del cake e 
direttamente alla dispersione liposomiale, rispettivamente). In secondo luogo i due 
processi hanno velocità molto differenti: tipicamente una cinetica di permeazione 
di protoni si conclude in 20 minuti, mentre quella del Na+ in 14 ore. Infine, da un 
punto di vista meccanicistico, i due processi si differenziano per la modalità di 
passaggio dello ione; nel caso del Na+, si può pensare che all'interno del canale, di 
qualsiasi tipo esso si tratti, gli ioni si dispongano in fila indiana e procedano, quindi, 
secondo gradiente. Nel caso dei protoni, invece, il loro passaggio è mediato dalle 
molecole d'acqua che riempiono il canale, secondo il meccanismo denominato hop-
and-turn: una successione di scambi di protone (hop) tra molecole d'acqua, grazie al 
network di legami idrogeno, che ha come effetto il traporto del protone stesso da 
parte a parte. In seguito, per ripristinare le condizioni iniziali del sistema, si ha una 
rotazione (turn) delle molecole di acqua (Figura 3.34).65 
....---+ 0-H 0-H 0-H 0-H 0-11 
I I I I I 
..-u+ 0-U 0-H 0-H o..;ff 0-H 
I I I I I HOP 
H~~u4..u-+y-B-+?~u.+,~H-+ 
Figura 3.34. Meccanismo hop-and-turn. 
Un'altra differenza rispetto gli esperimenti del Na+ è il comportamento della 
specie dimera 5; anche in questo caso l'attività non è tale da ipotizzare un 
meccanismo di tipo barrel-stave (cfr. Sezione 3.2.3.3) ma, nel caso della permeazione 
di protoni, i comportamenti di 1edi5 sono molto più simili (Figura 3.35). 
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Figura 3.35. Profili cinetici di 5 (in alto) e confronto fra le attività protonoforiche di 1 e 5 (in basso). 
Per quanto riguarda, infine, le molecole di controllo 6 - 9, il trend è quello 
visto nel caso della permeazione di ioni Na+ (Sezione 3.2.3.3): i composti con il 
gruppo fosfato "mascherato" (6 - 8) sono più attivi di 1, mentre quello con la 
ammina acetilata (9) lo è di meno. In questa caso, tuttavia, le differenze di reattività 
non sono così marcate tanto che le concentrazioni dei composti di controllo 
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utilizzate negli studi cinetici di permeazione di protoni sono dello stesso ordine di 
grandezza di quelle di 1 (Figure 3.36 - 3.40). 
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Figura 3.36. Cinetica H+ di 6 a diverse concentrazioni (a sinistra) e profilo delle kobs in funzione della 
percentuale (a destra). 
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Figura 3.37. Cinetica H+ di 7 a diverse concentrazioni (a sinistra) e profilo delle kobs in funzione della 
percentuale (a destra). 
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Figura 3.38. Cinetica H + di 8 a diverse concentrazioni (a sinistra) e profilo delle k obs in funzione della 
percentuale (a destra). 
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Figura 3.39. Cinetica H+ di 9 a diverse concentrazioni (a sinistra) e profilo delle kobs in funzione della 
percentuale (a destra). 
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Figura 3.40. Confronto fra le attività protonoforiche di 1 e 6 - 9. 
Infine la molecola di controllo 10 ha mostrato un comportamento bifasico 
difficilmente interpretabile: dopo un burst iniziale estremamente rapido e 
dipendente dalla concentrazione, si ha un andamento tipico di una cinetica di 1° 
ordine che, in questo caso però, risulta indipendente dalla concentrazione e molto 
lenta (Figura 3.41). 
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Figura 3.41. Profili cinetici di 10. Il controllo è stato ottenuto in assenza di ionoforo. 
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In conclusione s1 può affermare che il quadro ottenuto dallo studio 
dell'attività protonoforica dei composti 1 - 10 è simile a quello che si ricava 
studiando l'attività di trasporto dello ione Na+. Quindi anche in questo caso si può 
ritenere valida l'analisi fatta nella Sezione 3.2.3.3 e le relative proposte di 
meccarusmo. 
3.2.4.2. Proprietà protonoforiche dei composti calissarenici Cl - CS 
I composti calissarenici Cl - CS (Figura 2. 9) sono efficienti anche nel 
trasporto di protoni. Le considerazione fatte relativamente alla permeazione di ioni 
Na+ sono valide anche in questo caso e, in particolare, in tutti i casi l'andamento 
delle costanti di velocità osservate (kobs) in funzione della concentrazione di 
ionoforo è pressochè lineare con i composti 1,3-alternati Cl - C3 maggiormente 
attivi rispetto a quelli a cono C4 e CS. Questi ultimi, inoltre, mostrano un'efficienza 
paragonabile a quella dell'anfotericina B. 
Inoltre, anche da questi esperimenti non risulta una netta preferenza per la 
presenza di ossidrili liberi o acetilati (Figura 3.42). 
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Figura 3.42. Profilo delle kobs in funzione della percentuale di ionoforo. 
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3.2.4.3. Proprietà protonoforiche dei composti steroidei Sl - S7 
I composti steroidei Sl - S7 (Figura 2.1 O) hanno mostrato tutti una buona 
attività protonoforica con alcune peculiarità (Figura 3.43). 
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Figura 3.43. Profili delle kobs in funzione della concentrazione per i composti calissarenici Sl - S7. Il 
pannello di destra rappresenta un'espansione dell'asse delle% rispetto quello di sinistra. 
Come è già stato illustrato (Sezione 3.2.3.5), le diversità strutturali fra i vari 
steroidi sono notevoli e quindi, non è semplice trovare dei motivi strutturali chiave 
sui quali basare la discussione. 
Innanzitutto, un risultato importante è dato dalla valutazione delle attività 
dei composti dimerici Sl e S2 rispetto a quelli monometrici.. Diversamente da 
quanto accade per il peptide 1 e il suo omologo dimero 5 e da quanto si è trovato 
per S2 (dimero) e S3 (monomero) nel caso degli esperimenti 23Na-NMR, i due 
dimeri steroidei sono molto efficienti e la loro attività è di gran lunga superiore a 
quella di S3, preso come monomero di riferimento (Figura 3.44). 
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Figura 3.44. Confronto fra le attività protonoforiche di Sl - S3. 
Tra i due dimeri, Sl è circa otto volte più attivo di S2 a parità di 
concentrazione e questo fatto è probabihnente imputabile alla lunghezza della 
catena polieterea, unica differenza fra i due composti. 
Considerando invece gli steroidi monomeri (S3 - S6), non si osserva una 
rilevante differenza di attività protonoforica nonostante la diversa struttura (Figura 
2.10). Infatti i derivati S3 e S4 differiscono, oltre che per la posizione del carbonile, 
anche per la lunghezza della catena polieterea, il composto S5 non presenta 
l'ossidrile in posizione 3, che dovrebbe fungere da gruppo polare sull'unità 
idrofobica, e il composto S6 ha la catena poliossietilenica inserita in posizione 
opposta sul nucleo steroideo. Questa scarsa variazione dell'attività in funzione 
della struttura dello ionoforo è difficilmente interpretabile anche se fa pensare che 
non ci sia un modo preferenziale di inserzione dello ionoforo nella membrana .. 
L'unico composto monomerico che si discosta dagli altri mostrando una più 
bassa attività è S7 caratterizzato dalla presenza di altri due ossidrili sul nucleo 
steroideo. Probabihnente questi ossidrili conferiscono una diversa idrofobicità al 
nucleo steroideo rendendolo parziahnente anfipatico e forse cambiandone le 
caratteristiche di interazione con il doppio strato fosfolipidico. Ciò si traduce in 
un'attività nettamente inferiore agli altri steroidi, ma comunque paragonabile a 
quella dell'anfotericina B. 
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3.2.5. FLUIDITÀ DELLA MEMBRANA 
I liposomi normalmente utilizzati negli esperimenti di permeabilità sono 
costituiti da PC e PG, entrambe da uovo, in rapporto molare di 95 a 5. Questi 
fosfolipidi estratti dall'uovo sono in realtà delle miscele di fosfolipidi con diverso 
tipo di catene idrocarburiche, sia sature che insature. Data l'elevata varietà di queste 
catene, le temperature di transizione di fase fluida-gel (f e, cfr. Introduzione, 
Sezione 1.1) sono piuttosto basse (attorno a O 0 C) e, quindi, le membrane sono in 
fase fluida alle temperature alle quali normalmente vengono condotti gli 
esperimenti. 
Per valutare l'importanza della fluidità della membrana sull'attività 
protonoforica dei quattro ionofori a base peptidica 1 - 4 sono stati preparati dei 
liposomi costituiti unicamente da 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC, 
Figura 3.45), un fosfolipide costituito da due catene idrocarburiche uguali e sature e 
che è caratterizzato da una Te superiore alla temperatura ambiente (f c = 41.4 °C). 
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) 
Figura 3.45. Struttura del fosfolipide DPPC. 
In questo modo, alla temperatura cui vengono condotti gli esperimenti di 
permeazione (25 °C), la membrana è in fase gel e quindi più rigida. Ciò ha 
comportato una modifica delle normali procedure di preparazione dei liposomi: le 
operazioni di swelling, thawing ma soprattutto l'estrusione devono essere infatti 
condotte a una temperatura superiore alla Te, in quanto è noto che l'estrusione 
risulta impossibile al di sotto di questa temperatura.55 Oltre a queste operazioni, 
anche l'incubazione con lo ionoforo è stata condotta ad una temperatura più 
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elevata, per garantire un migliore inserimento delle molecole nel doppio strato. Le 
cinetiche, invece, sono state condotte sia a 25 °C (T < Te), in assenza di ionoforo e 
in presenza dei quattro ionofori 1- 4, che a 50 °C (T >Te), in assenza di ionoforo 
e per lo ionoforo 3. I risultati sono riportati in Figura 3.46. 
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Figura 3.46. Cinetiche di permezione di protoni con liposomi di DPPC, condotte a 25 °C (pannello di 
sinistra) e a 50 °C (pannello di destra). 
A 25 °C gli ionofori sono sostanzialmente inattivi (Figura 3.46, pannello di 
sinistra) mentre a 50 °C lo ionoforo mostra una certa attività che però è 
difficilmente quantificabile poichè la membrana risulta essere molto permeabile 
anche in assenza di ionoforo (Figura 3.46, pannello di destra). L'inattività degli 
ionofori al di sotto della Te è una ulteriore evidenza a sfavore di un meccanismo di 
tipo barrel-stave in quanto si ritiene che l'attività di un sistema che formi canali o 
pori sia poco influenzato dallo stato di fluidità della membrana. Tuttavia altre 
spiegazioni sono possibili e, ad esempio, Regen ha mostrato che un simile 
comportamento si può osservare anche quando gli ionofori sono ripartiti nella 
membrana allo stato fluido mentre vengono esclusi dalla membrana quando essa è 
allo stato di gel.66 Un analogo fenomeno di dissociazione dalla membrana dello 
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ionoforo in funzione dello stato di fluidità della membrana stessa è stato anche 
osservato da Epand e coll. nel caso di alcuni peptidi anfi.patici. 67 
3.2.6. PROPRIETÀ LITICHE 
Il comportamento di specie anfi.patiche nei confronti di membrane modello, 
come i liposomi, ma anche di membrane cellulari, dipende molto dalla 
concentrazione della specie stessa. Ad esempio il Triton® X-100 (Figura 3.28), 
normalmente utilizzato come detergente e in grado di distruggere i liposomi, può 
mostrare la formazione di canali in determinate condizioni, così come molti cam·er, 
canali ionici e pori riescono a disgregare i doppi strati, agendo come detergenti, a 
concentrazioni abbastanza elevate. 26 
Per valutare eventuali proprietà litiche degli ionofori considerati (in 
particolare 1, 3, 6 e AmB), è stato condotto un esperimento utilizzando la calceina 
(Figura 3.47).68-70 
HO OH 
#~~ z COOH 
COOH 
Calceina 
Figura 3.47. Struttura della calceina. 
Questa specie fluorescente subisce il fenomeno dell' auto-quenching al di sopra 
di una determinata concentrazione limite e cioè, in seguito ad eccitazione, l'energia 
viene trasferita da una molecola all'altra invece di essere emessa come radiazione 
rilevabile (RET, resonance energy tranifer). L'effetto complessivo è lo spegnimento 
della fluorescenza. Al di sotto della concentrazione limite, invece, il fenomeno RET 
non ha luogo e la fluorescenza diventa rilevabile. 
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Questo fenomeno si presta bene all'utilizzo con i liposomi: essi vengono 
preparati in presenza di calceina ad una concentrazione abbastanza elevata e in 
seguito separati dalla calceina non intrappolata mediante gel-fùtrazione. La calceina 
intrappolata all'interno dei liposomi dà una bassa emissione di fluorescenza a causa 
dell' auto-quenching, la quale però aumenta notevolmente non appena la calceina 
viene rilasciata e si diluisce. In tal modo, questa molecola fluorescente, di per sé 
non in grado di permeare la membrana, diventa una sonda per fenomeni di lisi o 
per la formazione di difetti macroscopici sulla membrana stessa. 
L'esperimento viene condotto misurando l'emissione di fluorescenza della 
calceina intrappolata nei liposomi, dopo l'aggiunta di quantità crescenti 
dell'ipotetica specie litica. Il valore finale di fluorescenza si ottiene per completa 
disgregazione dei liposomi mediante l'aggiunta di Triton® X-100. 
I risultati ottenuti sono riportati in Figura XX e mostrano come le specie in 
esame (1, 3, 6 e AmB) non posseggono proprietà litiche nelle condizioni operative 
utilizzate (Figura 3.48), condizioni che sono per altro comparabili con quelle 
normalmente adottate negli esperimenti di permeazione. 
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Figura 3.48. Profili cinetici del rilascio di calceina. 
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3.2.7. PROPRIETÀ FUSOGENICHE 
Un altro fenomeno che può portare al rilascio di materiale intrappolato 
all'interno di liposomi e che può essere scambiato per permeazione è la fusione dei 
liposomi stessi. Nel processo di fusione si ha l'interazione di due o più vescicole le 
quali si uniscono a formarne una più grande con conseguente mescolamento dei 
lipidi delle membrane e eventuale rilascio di parte del materiale intrappolato nella 
piscina interna ai liposomi. Questo processo è frequentemente promosso da specie 
anfipatiche e per verificare se gli ionofori in studio avessero proprietà fusogeniche 
sono stati condotti degli esperimenti di controllo. In questi esperimenti sono state 
preparate due popolazioni di liposomi, una contenente 1'1 % in moli del fosfolipide 
NBD-PE, l'altra contenente la stessa percentuale di Rh-PE (Figura 3.49).71 
ì 
~N 
Rh-PE 
Figura 3.49. Strutture dei fosfolipidi fluorescenti NBD-PE e Rh-PE. 
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Questi due fosfolipidi sono funzionalizzati sulle teste polari con due residui 
fluorescenti, uno caratterizzato da un massimo di emissione a 536 nm (NBD-PE) e 
l'altro caratterizzato da un massimo di assorbimento a 560 nm (Rh-PE). Se i due 
residui sono spazialmente vicini, per il fenomeno RET, l'energia emessa in seguito 
all'eccitazione di NBD-PE è trasferita al fluoroforo Rh-PE, il quale emette alla 
lunghezza d'onda di 581 nm (Figura 3.50). 
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Figura 3.50. Spettri di assorbimento UV e di fluorescenza di NBD-PE e Rh-PE. 
Nel caso in esame, mescolando le due popolazioni di liposomi ed eccitando 
a 463 nm, si osserva un'intensa banda di emissione a 536 nm, propria del residuo 
NBD, e una piccola spalla a 581 nm, propria del residuo Rh, che rimangono 
costanti nel tempo: Questo è indice di assenza di fenomeno RET, cioè i due residui 
residenti in due liposomi diversi sono troppo distanti l'uno dall'altro per dare 
origine al fenomeno di trasferimento dell'energia di eccitazione e, quindi, in queste 
condizioni il processo di fusione è trascurabile . 
Se uno degli ionofori in esame viene aggiunto alla dispersione e ha proprietà 
fusogeniche si dovrebbe avere un mescolamento delle due popolazioni di liposomi 
e le due sonde di fluorescenti, dopo la fusione, dovrebbero ritrovarsi all'interno 
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dello stesso liposoma e quindi sufficientemente vicine da dare origine al fenomeno 
RET. Se questo accade si dovrebbe assistere ad una diminuzione nel tempo della 
banda a 536 nm (NBD) e un conseguente aumento della banda a 581 nm (Rh). 
La Figura 3.51 mostra i risultati ottenuti con i composti 1 e 3 e, come appare 
evidente, nessuno ha dimostrato proprietà fusogeniche. 
o 10 20 30 40 50 
tempo/ min 
Figura 3.51. Variazioni dell'intensità di fluorescenza nel tempo per le bande a 536 nm (NBD) e a 581 nm 
(Rh). 
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3.3. ATTIVITÀ BIOLOGICA IN VITRO 
3.3.1. ATTIVITÀ ANTIMICROBICA 
In collaborazione con il Dipartimento di Biochimica Biofisica e Chimica 
delle Macromolecole dell'Università di Trieste è stato iniziato lo studio dell'attività 
biologica dei composti 1 - 4 nei confronti di vari tipi di microrganismi. 
La scelta dei microorganismi è stata guidata sia dai dati disponibili in 
letteratura sulla squalamina18 e sull'analogo I di Regen24 (Figura 3.52) sia dalla 
disponibilità delle specie di microrganismi. In generale si è voluta saggiare l'attività 
su uno spettro abbastanza ampio di microorganismi che comprende due specie 
fungine e batteri Gram-positivi e Gram-negativi. Per quanto riguarda i funghi sono 
state scelte due specie di lieviti, Cryptococcus neofarmans e Candida albicans, proveneinti 
da isolati clinici (CRO di Aviano) e quindi maggiormente interessanti per la loro 
resistenza ad alcuni antifungini tradizionali. I due ceppi Gram-positivi di 
Stapf?ylococcus aureus, denominati 16 e 34, sono anch'essi di origine clinica ed in 
particolare il ceppo 16 è meticillino resistente (MRSA). Quali rappresentanti dei 
batteri Gram-negativi sono stati scelti il ceppo ATCC 27853 di Pseudomonas 
aeruginosa e il ceppo ATCC 25922 di Escherichia coli, gli stessi utilizzati per i saggi 
degli analoghi di Regen.24 I primi risultati ottenuti sono riportati in Tabella 3.3. 
o 
Squalamina I 
Figura 3.52. Strutture della squalamina e dell'analogo I di Regen. 
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Da un primo screening effettuato utilizzando il terreno di coltura Mueller 
Hinton, nessuno dei quattro analoghi ha mostrato un'attività significativa con solo 
il composto 3 leggermente attivo nei confronti dei due ceppi di S tapfylococcus e del 
C. neoformans. Si è quindi utilizzato un altro tipo di terreno che contiene una 
percentuale di sali inferiore, in quanto è noto che alcuni composti antimicrobici 
hanno un'attività sale sensibile. Tale sensibilità era già stata riscontrata anche in 
alcuni analoghi della squalamina. 72 
Utilizzando infatti il terreno TBS (f ripticase Soy Broth) al 20% e al 5% si 
osserva una riduzione significativa della MIC (minima concentrazione inibente) del 
composto 3, nei confronti di S. aureus 34, che passa da un valore di 64 µM con il 
terreno MH a 16 µM con TBS al 5%, confermando una certa sensibilità ai sali 
anche da parte di questi composti. 
Da questa prima analisi si può inoltre osservare come solo l' ottapeptide con 
il modulo di conduzione poliamminico 3 mostri una certa attività in particolare nei 
confronti delle due specie di lieviti e dei due Gram-positivi, con valori di MIC 
simili ali' analogo I di Regen, anche se i risultati non sono rigorosamente 
paragonabili, in quanto riferiti a ceppi di diversa origine. Anche sui Gram-negativi 
si osserva una certa attività, ma essa rimane significativamente inferiore sia a quelle 
riscontrate con la squalamina che con il suo analogo. 
In generale si può affermare che anche in questi composti l'attività si 
manifesta solo quando è presente il modulo di conduzione poliamminico, mentre i 
peptidi 1 e 2, caratterizzati dal modulo polietereo e che manifestano una elevata 
attività ionoforica su membrane modello, non mostrano alcuna attività in vitro. 
L'attività biologica sembra quindi strettamente dipendente dalla presenza della 
catena poliamminica come già osservato da Regen e coli. Probabihnente questo è 
dovuto alla maggiore carica positiva conferita dalla catena poliamminica allo 
ionoforo che facilita l'interazione del peptide con la parete che ricopre la 
membrana batterica che è carica negativamente. 
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Attività antimicrobica (MIC, µM) 
Terreni di Cryptococcus Candida Staphylococcus Staphylococcus Pseudomonas Escherichia 
Coniugati 
roltura neo[ormans albicans aureus 16 aureus 34 aeruginosa coli 
MH > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 
1 TSB 20% > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 
TSB5% > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 
MH > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 
2 TSB20% > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 
TSB5% > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 
MH 64 128-64 64 64 > 128 > 128 
3 TSB20% 32 128 128 64 > 128 128 
TSB5% 16 32 32 16 64 32 
MH > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 
4 TSB20% > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 
TSB5% 64 128/> 128 128 128 128 128/> 128 
I 12.5a 12.5b, >100c 12.5b, >100c 3.13 6.25 
Squalaminad 4-8 1-2 4-8 1 - 2 
Tabella 3.3. Attività antimicrobica degli analoghi 1- 4, dell'analogo I di Regen e della squalamina. a ATCC 
No. 14053; b ATCC No. 29123; e ATCC No. 25923; <l Dati presi dal rif. 18. 
3.3.2. SAGGI BIOLOGICI DI PERMEABILIZZAZIONE 
Sono stati anche condotti alcuni test per valutare gli effetti delle specie 1 e 3 
sulle membrane interna ed esterna del ceppo ML-35 di Escherichia coli. 
3.3.2.1. Permeabilizzazione della membrana interna 
Nel saggio di permeabilizzazione della membrana interna, promossa dagli 
ionofori 1 e 3 su E.coli ML-35, si utilizza come substrato cromogenico l'o-
nitrofenil-~-D-galattopiranoside (ONPG) (Figura 3.53), normalmente non in grado 
di permeare la membrana: In presenti di difetti della membrana interna, prodotti ad 
esempio per effetto dei substrati peptidici, ONPG può raggiungere il citosol e qui 
venire idrolizzato dalla ~-galattosidasi, con il conseguente rilascio di o-nitrofenolo, 
facilmente rilevabile tramite spettroscopia UV-VIS (Àmax = 405 nm) (Figura 3.54). 
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3.3.2.2. Permeabilizzazione della membrana esterna 
Per valutare la capacità degli ionofori 1 e 3 di permeabilizzare la membrana 
batterica esterna, è stato allestito un saggio analogo utilizzando il ceppo ML-35 di 
E. coli trasformato con il plasmide p YC, recante il gene per la resistenza 
all'ampicillina, che consente la selezione delle cellule trasformate. Tale ceppo 
produce una P-lattamasi periplasmatica che può essere sfruttata in un saggio che 
utilizzi un substrato cromogenico non permeante di tale enzima (CENTA ™, 
Figura 3.53). In seguito a formazione di difetti sulla membrana esterna, il substrato 
può penetrare nello spazio periplasmatico e l'idrolisi dell'anello P-lattamico di 
questo composto da parte della P-lattamasi provoca un cambiamento di colore da 
giallo chiaro (Àmax = 340 nm) a giallo cromo (Àmax = 405 nm) (Figura 3.54). 
H 
o-rùtrofenil-P-D-galattopiranoside (ONPG) CENTA™ 
Figura 3.53. Substrati cromogenici utilizzati nei saggi di permeabilizzazione. 
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Figura 3.54. Saggi cli permeabilizzazione delle membrane interna ed esterna. 
Riportando in grafico (Figura 3.55) i cambiamenti di assorbanza a 405 nm 
nel tempo, si nota come il peptide 3 sia più efficiente di 1 nel permeabilizzare 
entrambe le membrane e ciò è in buon accordo con i precedenti test sull'attività 
antimicrobica e anche con i dati di attività ionoforica ottenuti con membrane 
modello. 
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Figura 3.55. Variazioni cli assorbanza nel tempo dei substrati cromogenici O NPG e CENTA™ nei saggi cli 
permeabilizzazione della membrana interna ed esterna. 
125 

4. CONCLUSIONI 

4. CONCLUSIONI 
Questo lavoro di Tesi ha le sue premesse nell'osservazione che sia ionofori 
naturali che artificiali presentano una struttura anfipatica e, grazie a questa, sono in 
grado di autoassemblarsi all'interno di una membrana modificandone la 
permeabilità verso ioni e molecole organiche. Prendendo spunto da ionofori 
naturali come l' anfotericina B e la squalamina e da analoghi artificiali e, in 
particolare, dai sistemi a base steroidea riportati da Regen sono stati sintetizzati una 
serie di derivati peptidici aventi struttura anfipatica. In questi derivati la porzione 
idrofobica è costituita da un piccolo omopeptide di Aib mentre il modulo di 
conduzione è rappresentato da catene poliossietileniche o poliammiche. La 
struttura di questi composti è non-ciclica e ricorda quella della squalamina o quella 
di alcuni composti riportati da Regen e, in analogia a quanto riportato per questi 
ionofori, l'ipotesi di partenza era di realizzare potenti agenti ionoforici che agissero 
secondo un meccanismo di tipo barrel-stave. 
Questa ipotesi iniziale è stata pienamente confermata per quanto riguarda la 
realizzazione di potenti ionofori ma in parte smentita per quanto riguarda il 
meccanismo di azione. Infatti, si sono ottenuti ionofori decisamente molto attivi 
nel promuovere sia il trasporto di ioni N a+ che di protoni e in molti casi anche più 
attivi dello ionoforo naturale anfotericina B che viene considerato frequentemente 
come composto di riferimento. Alcuni dei derivati peptidici sono inoltre attivi nei 
confronti di funghi e batteri Gram-positivi ed esperimenti di permeabilizzazione 
della membrana batterica hanno dimostrato come questa attività sia correlata alle 
proprietà ionoforiche dei composti in esame. 
Lo studio del meccanismo di azione degli ionofori peptidici è stato invece 
molto più complesso ed ha fornito indicazioni non sempre facilmente 
interpretabili. L'ipotesi iniziale di un meccanismo di tipo barrel-stave non sembra 
essere supportata dai dati ottenuti. Infatti diversi esperimenti sono in apparente 
contraddizione con questo meccanismo come ad esempio la scarsa dipendenza 
dell'attività dalla strutturazione del peptide e quindi dalla sua lunghezza, la linearità 
dei grafici attività/ concentrazione (almeno nel caso del sodio), l'inattività degli 
ionofori in membrane allo stato di gel, la poca sensibilità del sistema al 
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mascheramento delle estremità cariche (il fosfato e l'ammonio) che avrebbero 
dovuto garantire il corretto inserimento dello ionoforo all'interno della membrana. 
Anche se tutti questi risultati potrebbero essere interpretati in maniera diversa e 
fatti comunque rientrare in un meccanismo barrel-stave il dato che più ci ha convinto 
della non correttezza di questa ipotesi meccanicistica è stata la bassa attività del 
composto dimerico. Infatti se lo ionoforo agisce con un meccanismo di tipo trans-
membrana l'attività deve essere correlata alla lunghezza dello ionoforo stesso e 
deve aumentare quando il singolo ionoforo è in grado di attraversare 
completamente la membrana. Questo fatto emerge chiaramente dallo studio sia dei 
derivati steroidei che calissarenici sintetizzati e fornitici del gruppo del prof. De 
Riccardis. Infatti, nel caso dei derivati steroidei c'è una marcata differenza di attività 
tra i dimeri e i corrispondenti monomeri (almeno nel caso del protone) e questo è a 
supporto di un meccanismo di tipo barrel-stave in cui più monomeri si inseriscono 
nella membrana parallelamente alle catene idrocarburiche dei fosfolipidi formando 
un poro trans-membrana. I derivati calissarenici invece formano dei canali 
unimolecolari trans-membrana in cui cioè lo ionoforo non si aggrega con altri 
monomeri ma è in grado da solo di modificare la permeabilità della membrana e, 
anche in questo caso, si osserva una netta dipendenza dell'attività dalle dimensioni 
dello ionoforo. Il dimero peptidico invece è meno o al massimo egualmente attivo 
rispetto al suo monomero di riferimento e questo risultato è difficilmente 
conciliabile con un meccanismo barrel-stave. D'altro canto, esperimenti di controllo 
hanno anche permesso di escludere che l'attività ionoforica di questi composti sia 
legata a lisi o fusione dei liposomi. Scartate queste ipotesi meccanicistiche sembra 
probabile che gli ionofori peptidici agiscano secondo l'altro meccanismo modello 
definito carpet. In questo meccanismo lo ionoforo non si colloca in una posizione 
trans-membrana ma interagisce con la superficie della membrana deformandola 
fino a provocare dei pori transienti. Questo meccanismo è in accordo sia con la 
bassa attività del composto dimerico che con la poca sensibilità del sistema al 
mascheramento delle estremità cariche dello ionoforo e anche con l'inattività nei 
confronti di membrane allo stato di gel. 
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Gli studi dei composti modello hanno anche messo in luce una peculiare 
dipendenza dall'attività in funzione della presenza o meno del gruppo fosfato 
carico negativamente che è stata interpretata con un diversa geometria di 
interazione dello ionoforo con la membrana. Il dato per certi aspetti sorprendente 
è che il derivato ottapeptidico con il gruppo fosfato assente e sostituito da un 
gruppo Z (composto 6) è estremamente attivo nel promuovere la permeazione 
dello ione N a+ anche a bassissime concentrazioni tanto che il tempo di semivita del 
processo è di circa un ora ad un rapporto peptide/lipide di solo 1/20000. Inoltre 
questa elevata attività mai riscontrata in ionofori artificiali di questo tipo è legata 
alla presenza del peptide in quanto un analogo mancante del peptide (composto 10) 
è risultato essere praticamente inefficace. Chiaramente questo punto necessita di 
ulteriore approfondimento per definire meglio i vari ruoli giocati dagli elementi 
presenti nello ionoforo nel determinare l'attività di membrana. 
Al di là di queste considerazioni meccanicistiche questo lavoro ha 
chiaramente dimostrato che la strada imboccata è quella giusta. Utilizzando piccoli 
peptidi idrofobici è possibile ottenere in modo relativamente semplice ionofori 
potenti, attivi anche nei confronti di funghi e batteri. Lo studio comparato dei 
composti modello ha inoltre permesso di individuare alcune porzioni molecolari 
importanti per l'attività del sistema e questo dovrebbe permettere di realizzare una 
seconda generazione di ionofori ancora più efficaci e ancora più semplici da 
ottenere. 
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5.1. SOLVENTI, PRODOTTI COMMERCIALI, SOLUZIONI 
I solventi sono stati utilizzati generalmente senza ulteriori purificazioni e 
quando necessario sono stati anidrificati con tecniche standard. 
I reagenti sono stati utilizzati generalmente senza ulteriori purificazioni. Le 
soluzioni cloroformiche di PC (20 mg mL-1), PG (20 mg mL-1) e DPPC (20 mg 
mL-1) sono state ottenute da Avanti Polar Lipids, Inc. La soluzione cloroformica di 
PC (100 mg mL-1) è stata ottenuta da Sigma. 
Le soluzioni acquose sono state preparate utilizzando acqua bidistillata e 
deionizzata e sono state filtrate con filtri Millipore Millex da 0.20 µm prima 
dell'uso. 
5.2. STRUMENTI E METODI 
I punti di fusione sono stati determinati con un apparecchio Buchi SHP-20 
e non sono corretti. 
Gli spettri IR sono stati registrati con uno spettrofotometro Thermo 
Nicolet Avatar 320 FT-IR, disperdendo il campione in nujol se non diversamente 
indicato. 
Gli spettri NMR sono stati registrati con uno spettrometro Jeol GX-400 
(400 MHz per 1H-NMR e 100,5 MHz per BC-NMR) o con uno spettrometro Jeol 
GX-270 (270 MHz per 1H-NMR e 67,8 MHz per 13C-NMR) usando CDCb, 
DMSO-d6, CD3QD, D20, CF3CQOD come solventi e tetrametilsilano come 
standard interno, se non diversamente specificato. I valori di J sono espressi in Hz 
e le molteplicità sono espresse come s (singoletto), cl (doppietto), t (tripletta), q 
(quartetto), qt (quintetto), br (segnale allargato), m (multipletto). 
Gli spettri di fluorescenza sono stati ottenuti con uno spettrofluorimetro 
Perkin-Elmer LS-SOB. 
Gli spettri UV sono stati ottenuti con uno spettrofotometro UV-VIS 
Unicam heÀios ~· 
135 
5. PARTE SPERIMENTALE 
La registrazione degli spettri di massa è stata effettuata per mezzo della 
tecnica ESI (Electrospray Ionization), utilizzando uno spettrometro PE-API 1 a 
5600 volts per infusione di soluzioni 0.1 mg/mL in CH3QH o CH3CN. 
Le cromatografie "flash" su colonna sono state eseguite usando come fase 
stazionaria Silica-Gel 60 (]\1erck) (230 + 400 Mesh). 
Per la cromatografia su strato sottile sono state usate lastre KGF 
(Whatman), ricoperte con Silica-Gel 60F-254, per uno spessore di 0.25 mm. 
Le estrusioni di dispersioni fosfolipidiche sono state eseguite utilizzando un 
estrusore Lipex™ Thermobarrell EXTRUDER (Northern Lipids Inc.) da 10 mL, 
collegato ad un bagno termostatato a 25 °C, se non diversamente specificato; sono 
stati impiegati due filtri sovrapposti in policarbonato con pori da 100 nm 
(Nuclepore Track-Etch Membranes, Whatman). 
Le gel-filtrazioni sono state eseguite utilizzando colonnine pre-impaccate di 
Sephadex™ G-25 M (PD-10, Amersham Biosciences) o Sephadex™ G-75. 
Le filtrazioni per centrifugazione sono state eseguite utilizzando dispositivi 
filtranti Millipore Ultrafree®-CL con cut-off di 10000 Da .. 
5.3. SINTESI 
5.3.1. Z-AIB8-0TBu (20) 
5 .3.1.1. Benzilossicarbonil-succinimide 
o:~:t( 
o 
1 g di N-idrossisuccinimmide (MW: 115.09; 8.68 mmol) e 1 equivalente di 
benzilossicarbonilcloruro (MW: 170.59; 8.68 mmol) vengono sciolti in CH3CN a 
5°C sotto agitazione. Dopo 10 minuti vengono aggiunti alla soluzione 1.2 mL di 
NEt3 (MW: 101.19; 8.68 mmol) e si lascia sotto agitazione per un'ora seguendo la 
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reazione mediante TLC (CHCb/MeOH; 95/5). Il sale di trietilammonio viene 
quindi filtrato su gooch porosità n° 3 e dal filtrato ottenuto il solvente viene 
rimosso a pressione ridotta. Il residuo viene ripreso con 200 mL di CHCb e la fase 
organica viene lavata con H20 (2 x 100 mL) per eliminare l'idrossisuccinimmide. Si 
anidrifica la fase organica su N a2S04 anidro e si elimina il solvente ali' evaporatore 
rotante. Si precipita il solido ottenuto da Et20 /EP e si ottengono 1.3 7 g (5.48 
mmol) di Z-OSu corrispondenti ad una resa del 66 %. P.f.: 76 °C. Rr. 0.7 
(CHCb/CH30H; 95/5). 1H-NMR (CDCh, 400 MHz): 8 7.37 (s, 5H, Ph-H); 5.31 
(s, 2H, Ph-Clli-OCO-); 2.62 (-CH2-CO-). 
5.3.1.2. Z-Aib-OH (11) 
In un pallone da 100 mL, a 15 g di H-Aib-OH (MW: 103.12; 0.14 mol) in 
120 mL di H20, si aggiungono 19.53 mL diNEt3 (MW: 101.19; 0.14 mol) e, goccia 
a goccia, 34,9 g di Z-OSu (MW: 249.22; 0.14 mol) sciolti in 80 mL di CH3CN. Si 
lascia a temperatura ambiente e si segue la reazione mediante TLC (9/1, 
CHCh/CH30H). Dopo 24 ore la soluzione viene concentrata all'evaporatore 
rotante per rimuovere il CH3CN. Si aggiunge alla fase acquosa 1 mL di NaHC03 
5% e l'eventuale eccesso di Z-OSu viene estratto 3 volte con Et20. La fase acquosa 
viene quindi acidificata fino a pH 3 con KHS04 10% e viene estratta con AcOEt (3 
x 200 mL), lavata con H20 (6 x 100 mL) , anidrificata su Na2S04 anidro e il 
solvente viene rimosso a pressione ridotta. Si precipita da Et20 /EP e si ottengono 
17.97 g di 11 (MW: 237.25; 0.07 mol), solido bianco, con una resa del 54 %. P. f.: 
84 - 85 °C. Rr. 0.6 (CH3Cl/CH30H; 9/1). tH-NMR (CDCb, 400 MHz): 8 8.79 
(br, 1H, -COOH); 7.34 (m, 5H, Ph-H); 5.35 (s, 1H, CO-NH-); 5.1 (s, 2H, Ph-CH2-
0-); 1.54 (s, 6H, 2 CH3). 
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5.3.1.3. Z-Aib-OtBu (12) 
z, X 
N COOtBu 
H 
Una soluzione di 47 g di 11 (MW: 237.25; 0.20 mol) sciolti in CH2Cb (400 
mL) e acido solforico concentrato (2 mL), viene saturata con isobutene e tenuta a 
temperatura ambiente per 67 h. La soluzione viene lavata con una soluzione 
acquosa di NaHCQ3 5% e con acqua, anidrificata su Na2S04 anidro ed il solvente 
viene rimosso a pressione ridotta. La cristallizzazione dell'olio residuo viene 
effettuata con EP e vengono ottenuti 50.5 g di Z-Aib-OtBu (12) (MW: 293.36; 0.17 
mol) pari ad una resa dell'85 %. P.f.: 60 °C. IR (KBr): 3371, 1714, 1520 cm-1. 1H-
NMR (CDCb; 400 MHz): 7.32 (m, 5H, Ph-H); 5.46 (br, 1H, NH); 5.08 (s, 2H, Ph-
CH2-0-); 1.51 (s, 6H, 2CH3); 1.43 (s, 9H, tBu). 
5.3.1.4. Z-Aib2-0tBu (14) 
13 g di 12 ( MW: 293.36; 44 mmol) vengono sciolti in 300 mL di CH2Cb 
anidro ed il gruppo Z viene rimosso mediante idrogeno lisi catalitica (H2, Pd/ C 5%) 
a temperatura ambiente per una notte. Si filtra il catalizzatore e si evapora il 
solvente a pressione ridotta. Si ottengono 7 g di H-Aib-OtBu (13) (MW: 159.23; 44 
mmol) con una resa quantitativa. Rr. 0.2 (CHCb/CH3QH; 95/5). 
In un pallone da 100 mL, vengono sciolti 10.4 di 11 (MW: 237.2; 44 mmol) 
m 1 O mL di CH2Cb anidro ed alla soluzione si aggiungono, a 0°C e sotto 
agitazione, 5.5 g di HOBt (MW: 135.12; 44 mmol) e 10.84 g di EDC (MW: 191.70; 
52.8 mmol). A quest'ultima soluzione vengono aggiunti 7 g di H-Aib-OtBu (13) 
(MW: 159.23; 44 mmol) sciolti in 15 mL di CH2Cb anidro e 6.12 mL di NEt3 
(MW: 101.19; 44 mmol) necessari per mantenere il pH 8. La miscela di reazione 
viene mantenuta sotto agitazione a temperatura ambiente per 3 giorni e si segue il 
decorso della reazione mediante TLC (CHCb/CH30H; 95/5). 
138 
5. PARTE SPERIMENTALE 
Dopo aver evaporato il solvente a pressione ridotta, il residuo viene ripreso 
con 500 mL di AcOEt e si lava con KHSQ4 5% ( 3 x 200 mL), H20 ( 2 x 100 mL) 
e NaHC03 5% ( 3 x 100 mL). La fase organica viene anidrificata su Na2S04 anidro 
e il solvente eliminato a pressione ridotta. Il grezzo ottenuto (20 g) viene 
precipitato da AcOEt/EP. Si ottengono 6.3 g di 14 (MW: 378.46; 16.6 mmol) pari 
ad una resa del 38 %. P.f.: 134 °C Rr. 0.9 (CHCh/CH3QH, 95/5). 1H-NMR 
(CDCh, 400 MHz): 8 7.36 (m, 5H, Ph-H); 6.93 (s, 1H, -OC-NH-); 5.41 (s, 1H, -
OOC-NH-); 5.1 (s, 2H, Ph-CH2-0- ); 1.47 ( m, 21H, 4CH3, tBu). 13C-NMR 
(CDCh,): 173.7 (s), 173.0 (s), 155.8 (s), 136.2 (s), 128.4 (d), 128.0 (d), 127.9 (d), 81.4 
(s), 66.4 (t), 56.7 (s), 56.6 (s), 27.7 (q), 25.3 (q), 25.2 (q), 24.0 (q). 
5.3.1.5. Z-Aib2-0xl (15) 
z,N y ~:r~''' H...- y ,,,, 
o 
o 
2.5 g di 14 (MW: 378.46; 6.6 mmol) vengono sciolti in 10 mL di una miscela 
1: 1 CH2Cl2/TF A. La soluzione viene lasciata sotto agitazione a temperatura 
ambiente e viene controllata mediante TLC (CHCh/CH30H; 9/1). Dopo 6 h il 
solvente viene allontanato a pressione ridotta ed il residuo coevaporato più volte 
con Et20 per eliminare completamente il TFA. Si ottengono 2.13 g di Z-Aib2-0H 
(MW: 322.36; 6.6 mmol) pari ad una resa quantitativa. Il prodotto così ottenuto 
viene sospeso in 15 mL di CH2Cb anidro e si aggiungono 1.39 g di EDC (MW: 
191. 70; 7 .26 mmol). Si lascia la miscela sotto agitazione a temperatura ambiente 
seguendo il decorso della reazione mediante TLC (CHCh/CH3QH; 9/1 v/v). 
Dopo 24 h il solvente viene allontanato a pressione ridotta e il residuo viene 
ripreso con AcOEt (100 mL), la fase organica lavata con KHS04 5% (2 x 50 mL), 
H20 (1 x 50 mL), NaHC03 5% (2 x 50 mL), H20 (1 x 50 mL) e anidrificata su 
Na2S04 anidro. Il solvente viene quindi allontanato a pressione ridotta e si 
ottengono 1.6 g di 15 (MW: 304.34; 5.2 mmol) con una resa del 76 %. P.f.: 121 °C. 
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Rr: 0.9 (CHCb/CH30H; 9/1); 0.7 (toluene/EtOH; 7 /1). 1H-NMR (CDCb; 400 
MHz): 8 7.33 (m, 5H, Ph-H); 5.34 (br, 1H, NH); 5.07 (s, 2H, Ph-CH2-0-); 1.61 (s, 
6H, 2Cfu); 1.41 (s, 6H, 2Cfu). 
5.3.1.6. Z-Aib4-0tBu (17) 
2.5 g di 14 (MW: 378.46; 6.6 mmol) vengono sciolti in CH3QH ed il gruppo 
Z viene rimosso mediante usuale idrogenolisi catalitica con H2, Pd/ C 5% a 
pressione atmosferica. Dopo una notte il catalizzatore viene filtrato ed il solvente 
viene eliminato a pressione ridotta. Il residuo viene coevaporato 2 volte con 
CH3CN per eliminare ogni traccia di CH3QH. Si ottengono 1.56 g di H-Aib2-0tBu 
(16) (MW: 244.33; 6.4 mmol) pari al 97 % di resa, che vengono sciolti in 1 O mL di 
CH3CN anidro. A questa soluzione si aggiungono 1.6 g di 15 (MW: 304.34; 5.2 
mmol) e si scalda la miscela a riflusso per 24h, seguendo la reazione mediante TLC 
(CHCb/CH3QH; 98/2). Il solvente viene quindi allontanato a pressione ridotta ed 
il residuo bianco viene ripreso con 150 mL di AcOEt, la fase organica viene lavata 
con KHSQ4 5% (4 x 70 mL), H20 (2 x 70 mL), NaHCQ3 5% (4 x 70 mL), H20 (2 
x 70 mL) e anidrificata su Na2S04 anidro. Dopo evaporazione del solvente si 
ottengono 3.1 g di prodotto grezzo che viene purificato mediante cromatografia 
flash su colonna (Si02, 3 cm, CHCb 100%, gradiente 1 % di CH3QH ogni 200 mL 
di eluente). Si ottengono 2.3 g di Z-Aib4-0tBu (17) (MW: 548.67; 4.1 mmol) pari 
ad una resa dell'82 %. P.f.: 172°C. Rr: 0.4 (CHCb/CH30H; 98/2). 1H-NMR 
(CDCb, 400 MHz): 8 7.34 (m, 5H, Ph-H); 7.20 (s, 1H, -NH-); 7.10 (s, 1H, -NH-); 
6.31 (s,1H, -NH-); 5.20 (s, 1H, -NH-); 5.11 (s, 2H, Ph-CH2-0-); 1.46 (m, 33H, t-
Bu, CH3 (Aib)). 13C-NMR: 8 174.1(s),174.0 (s), 173.7 (s), 172.7 (s), 155.8 (s), 
136.2 (s), 128.5 (d), 128.3 (d), 128.1 (d), 79.8 (d), 67.0 (t), 57.1 (s), 56.5 (s), 56.0 (s), 
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27.8 (q), 25.3 (q), 25.0 (q), 24.9 (q), 24.7 (q). ESI-MS (CH30H): m/z 549.3 
(M+H+), 571.3 (M+Na+), 587.2 (M+K+). 
5.3.1. 7. Z-Aib4-0xl (18) 
:>.. H00 >y~ 
H ~ H ·'' z,N N ., N l ~~''''' 
o ~ o 
o 
Si sciolgono 1.16 g di 17 (MW: 548.67; 2.1 mmol) in 10 mL di una miscela 
1: 1 CH2Ch/TF A. Si lascia a temperatura ambiente sotto agitazione seguendo la 
reazione mediante TLC (CHCb/CH30H, 9/1 v/v). Dopo 4 h il solvente viene 
allontanato a pressione ridotta ed il residuo coevaporato più volte con Et20. Si 
ottengono 1.035 g di Z-Aib4-0H (MW: 492.57; 2.1 mmol) pari ad una resa 
quantitativa. Il prodotto così ottenuto viene sospeso in 20 mL di CH2Ch anidro e 
si aggiungono 0.443 g di EDC (MW: 191.70; 2.31 mmol) sotto agitazione a 0°C. La 
soluzione viene poi lasciata a temperatura ambiente seguendone il decorso 
mediante TLC (CHCb/CH30H; 9/1 v/v). Dopo 12 h il solvente viene rimosso a 
pressione ridotta ed il residuo viene ripreso con 150 mL di AcOEt, lavato con 
KHS04 5%, (2 x 80 mL), H20 (1 x 80 mL), NaHCQ3 5% (2 x 80 mL) e H20 (1 x 
80 mL), la fase organica viene anidrificata su Na2S04 anidro ed il solvente viene 
rimosso a pressione ridotta. Si ottengono 0.747 g di 18 (MW: 474.55; 1.57 mmol) 
con una resa del 75 %. P.f.: 152°C. Rr. 0.9 (CHCb/CH30H; 9/1). 1H-NMR 
(CDCb; 400 MHz): 8 7.36 (m, 5H, Ph-H); 7.31 (s, 1H, NH); 6.26 (s, 1H, NH); 5.24 
(s, 1H, NH); 5.11 (s, 2H, Ph-Cfu-0-); 1.45 (m, 24H, 8C.fu). 
5.3.1.8. Z-Aibs.OtBu (20) 
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1.16 g di 17 (MW: 548.67; 2.1 mmol) vengono sciolti in CH3QH ed il 
gruppo Z viene rimosso nelle usuali condizioni di idrogenolisi ottenendo 0.807 g di 
H-Aib4-0tBu (19) (MW: 414.54; 1.94 mmol) equivalenti ad una resa del 92 %. 
Questi vengono sciolti in 5 mL di CH3CN anidro e aggiunti a una soluzione 
contenente 0.747 g di 18 (MW: 474.55; 1.5 mmol) in 15 mL di CH3CN anidro. La 
miscela viene lasciata per 4 ha riflusso e seguita mediante TLC (CH3Cl/CH30H; 
9 /1 v /v). Dopo il raffreddamento si concentra leggermente la miscela di reazione e 
si nota la formazione di un precipitato bianco che viene filtrato su gooch (porosità 
n°3). Il precipitato viene ripreso in 150 mL di CHCb, lavato con KHSQ4 5% (2 x 
90 mL), H20 (1 x 90 m.L), NaHCQ3 5% (2 x 90 mL) e H20 (1 x 90 mL), la fase 
organica anidrificata su Na2S04 anidro ed il solvente allontanato a pressione 
ridotta. Si ottengono 1.2 g di 20 (MW: 889.09; 1.35 mmol) equivalenti all'86 % di 
resa. P.f.: 247°C. Rr: 0.5 (CH3Cl/CH3QH; 9/1). 1H-NMR (CDCb, 400 MHz): 8 
7.62 (s, 1H, -NH-); 7.57 (s, 1H, -NH-); 7.55 (s, 1H, -NH-); 7.33 (m, 7H, 2-NH-, 
5H Ph-H); 6.38 (s, 1H, -NH-); 5.43 (s,1H, -NH-); 5.12 (s, 2H, Ph-CH2-0-); 1.47 
(m, 57H: 9H, tBu, 48H, 16CH3). "C-NMR (CDCb): 8 175.6 (s); 175.3 (s); 175.3 
(s); 174.4 (s); 174.3 (s); 174.2 (s); 174.2 (s); 174.2 (s); 156.1 (s); 136.1 (s); 128.6 (s); 
128.5 (s); 128.1 (s); 79.6 (s); 67.3 (t); 57.2 (s); 56.7 (s); 56.6 (s); 56.5 (s); 56.4 (s); 56 
(s); 27.8 (q); 25.4 (q); 25.3 (q); 24.9 (q); 24.8 (q); 24.8 (q); 24.7 (q); 24.7 (q); 24.6 (q); 
24.6 (q). ESI-MS (CH30H): m/z 889.6 (M+H+), 906.7 (M+NH4+), 911.8 
(M+Na+), 927.7 (M+K+), 464.5 (M+K+)/2. 
5.3.2. ACIDO 4-(BENZILOSSl-FOSFORILOSSI)-BENZOICO (23) 
5.3.2.1. 4-idrossi-benzoato di tert-butile (21) 
H0-0-COOtBu 
2 g di acido p-idrossibenzoico (MW: 138.12; 14.4 mmol) vengono sciolti in 
48 mL di tBuOH e si aggiungono 70 mg di DMAP (MW: 122.17; 0.57 mmol). A 
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questa soluzione viene aggiunta, nell'arco di 30 minuti, una soluzione di 3 g di 
EDC (N.lW: 191.70; 15.6 mmol) in 20 mL di CH2Ch anidro. La reazione viene 
lasciata sotto agitazione a temperatura ambiente e seguita mediante TLC 
(CHCb/CH3QH; 9/1). Dopo 24 h il solvente viene rimosso a pressione ridotta e il 
grezzo viene ripreso con AcOEt (200 mL); la fase organica viene lavata con 
KHS04 5% (2 x 100 mL), H10 (1 x 100 mL), anidrificata su Na2S04 anidro e il 
solvente viene rimosso a pressione ridotta. Si ottengono 1. 96 g di 21 (olio), (N.lW: 
194.23; 10 mmol), con una resa del 69 %. Rr. 0.9 (CHCb/CH30H 9/1). 1H-NMR 
(CDCb, 400 MHz): ò 7.88 (d, 2H, J 9 Hz, Ar-H (2'-6)); 6.86 (d, 2H, J 9 Hz, Ar-H 
(3'-5)); 1.59 (s, 9H, t-Bu). 
5.3.2.2. 4-(Bis-benzilossi-fosforilossi)-benzoato di tert-butile (22) 
?Bn-0-
BnO-TI-O \ j COOtBu 
o 
In un pallone da 100 mL si sciolgono 2,24 g di 21 (N.lW: 194.23; 11.5 mmol) 
in 52 mL di CH3CN anidro sotto agitazione magnetica a -10°C in atmosfera di 
Argon. A questa miscela vengono aggiunti 3.25 mL di DIEA (N.lW: 129.24; 18.69 
mmol), 4.46 mL di CCl4 (N.lW: 153.82; 44.5 mmol) e 108 mg di DMAP (N.lW: 
122.17; 0.89 mmol). Dopo 1 minuto a -10°C vengono aggiunti, attraverso un 
imbuto gocciolatore, 2.851 mL di dibenzilfosfito (N.lW: 262.25; 12.9 mmol). La 
reazione viene seguita mediante TLC (CHCb/CH30H; 9.8/0.2) e dopo 30 minuti 
a -10°C si aggiungono 16,8 mL di una soluzione di KHS04 0.5 M (32 mL/100 mL 
CH3CN) e si lascia riscaldare a temperatura ambiente. Si estrae 3 volte con AcOEt 
( 40 mL) e la fase organica ottenuta viene poi lavata con una soluzione acquosa 
satura di NaCl (3 x 40 mL) e seccata su Na2S04 anidro. Il solvente viene quindi 
eliminato a pressione ridotta ed il grezzo ottenuto viene purificato mediante 
cromatografia flash su colonna (3 cm, Si02, EP / AcOEt da 90/10 a 84/16, 
gradiente 1 %). Si ottengono 2.08 g di 22 (N.lW: 454.45; 4.58 mmol), solido bianco, 
pari al 40 % di resa. P.f.: 68 °C. Rr. 0.7 (E.P./ AcOEt; 7 /3) tH-NMR (CDCb, 400 
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MHz): 8 7.92 (d, 2H, J 9 Hz, Ar-H (2'-6)); 7.33 (m, 10H, 2 Ph-H); 7.16 (d, 2H, J 9 
Hz, Ar-H (3'-5)); 5.11 (d, 4H, J 9 Hz, -CH2-0-); 1.57 (s, 9H, t-Bu). ESI-MS 
(CH30H): m/z 477.1 (M++ H+), 494.1 (M++NH4+). 
5.3.2.3. Acido 4-(Bis-benzilossi-fosforilossi)-benzoico (23) 
?Bn-0-BnO-ri-o \_ j COOH 
o 
Si sciolgono 500 mg di 22 (MW: 454.45; 0.91 mmol) in 16 mL di una 
miscela 1 :5 TF A/ CH2Cb e si lascia a temperatura ambiente sotto agitazione. La 
reazione viene controllata mediante TLC (CHCb/CH30H; 9/1). Dopo 40 minuti 
si elimina il solvente a pressione ridotta e si coevapora più volte con Et20. Il 
grezzo (458 mg) viene purificato mediante cromatografia flash su colonna (Si02, 2 
cm, CH2Ch/CH30H, da 100 a 92/8, gradiente 1 %) e si ottengono 136 mg di 23 
(MW: 398.35; 0.341 mmol) con una resa del 38%. P .f.: 91 °C; Rr. 0.4 
(CH2Cb/CH30H; 9/1). tH-NMR (CDCb, 400 MHz): 8 8.03 (d, 2H,J 9 Hz, Ar-H 
(2'-6)); 7.33 (s, 10H, Ph-H); 7.18 (d, 2H,J 9 Hz, Ar-H (3'-5)); 5.15 (d, 4H,J 9 Hz, 
-CH2-Ph). ESI-MS (CH3QH): m/z 399.1 (M++H+), 416.2 (M++NH4+), 421.1 
(M++Na+), 437.1 (M++K+). 
5.3.3. 1,17-DIAMMIN0-3,6,9,12,15-PENTAOXA-EPTADECANO (26) 
5.3.3.1. Esaetilen glicole ditosilato (24) 
Tso~0~o~0~o~0~oTs 
1 g di esaetilen glicole (MW: 282.33; 3.5 mmol) viene sciolto in 20 mL di 
CH2Cb sotto agitazione a temperatura ambiente. A questa soluzione si aggiungono 
1.26 mL di NEt3 (MW: 101.19, 9.1 mmol) e lentamente, goccia a goccia, 1.73 g di 
TsCl (MW: 190.65, 9.1 mmol) sciolti in 5 mL di CH2Cb. Si lascia a temperatura 
ambiente per 16 ore controllando il decorso della reazione mediante TLC (98 / 2 
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CH2Ch/MeOH). La miscela di reazione viene diluita con 150 mL di CH2Ch e 
lavata 3 volte con 50 mL di NaHC03 5%, 2 volte con acqua e 1 volta con NaCl 
satura. La fase organica viene seccata su N a1S04 anidro e il solvente allontanato 
all'evaporatore rotante. Si ottengono 3.13 g di prodotto grezzo che viene purificato 
mediante cromatografia flash su colonna (Si02, 4 cm, CH2Ch/MeOH gradiente 0.5 
% ogni 100 mL di eluente, da 100% a 96/4. Si ottengono 1.58 g di prodotto puro 
24, un olio incolore con una resa del 72 %. Rr. 0.5 (CH2Ch/MeOH 98/2, UV, Ii). 
1H NMR (CDCb, 400 MHz): 8 7.77 (cl, 4H,J 8 Hz, TsCH 2,6); 7.32 (cl, 4H,J 8 Hz 
TsCH 3,5); 4.13 (t, 4H, J 5 Hz, -OCH2-CH2-0Ts); 3.66 (t, 4H, J 5 Hz, -OCH2-
CH2-0Ts); 3.57, (m, 16H, -(Cfu-Cfu-0-)4), 2.42 (s, 6H, -Clli). 13C NMR 
(CDCb,): 8 144.7 (s), 132.8 (s), 129.7 (cl), 127.9 (cl), 70.6 (t), 70.5 (t), 70.4 (t), 70.3 
(t), 69.2 (t), 68.5 (t), 21.5 (q). ESI-MS (CH30H): m/z 591.2 (M+H+), 608.3 
(M+NH4+), 613.1 (M+ Na+), 629.3 (M+ K+). 
5.3.3.2. 1,17-diazido-3,6,9,12,15-pentaoxa-eptadecano (25) 
N~0~o~0~o~0~N 
3 3 
1.58 g di ditosilato 24 (MW: 590.34, 2.68 mmol), vengono sciolti in 3 mL di 
DMF anidra e alla soluzione si aggiungono 0.522 g di NaN3 (MW: 65.01, 8.04 
mmol) e si lascia una notte sotto agitazione a temperatura ambiente. La DMF viene 
quindi allontanata all'evaporatore rotante e il residuo triturato in 10 mL di CHCb. 
Si filtra su gooch (porosità n°3) e si lava 2-3 volte con CHCb il residuo solido. Il 
filtrato cloro formico viene quindi portato a secchezza ali' evaporatore rotante e si 
ottengono 0.765 g di diazide pura 25 (olio incolore) con una resa dell'86%. R.f. 0.8 
(9/1 CHCb/MeOH). IR (neat): 2869, 2107 cm-1. tH NMR (CDCb, 400 MHz): 
8 3.66 (m, 20 H, -(CH2-Cfu-O-)s), 3.39, (t, 4H, J SHz, -Cfu-N3). 13C NMR 
(CDCb): 8 70.7 (t), 70.65 (t), 70.6 (t), 70.5 (t), 70.0 (t), 50.7 (t). ESI-MS (CH30H) 
m/z 350.3 (M+NH4+), 355.2 (M+Na+), 371.2 (M+K+). 
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5 .3.3.3. 1,17-diammino-3,6,9,12,15-pentaoxa-eptadecano (26) 
ci- +H3N~0~o~0~o~0~NH3+ ci-
0.765 g di diazide 25 (MW: 332.36, 2.30 mmol), vengono sciolti in 2.5 mL di 
THF e si aggiungono 1.2 g di PPh3 (MW: 262.29, 4.6 mmol) e 0.124 mL di acqua 
(MW: 18, 6.9 mmol). Si osserva lo sviluppo di gas e si lascia a temperatura 
ambiente per 12 ore. La miscela di reazione viene quindi trattata con 100 mL di 
una soluzione di HCl al 5% e si estrae il trifenilfosfinossido con Et20 (6x30 mL). 
L'acqua viene quindi eliminata a pressione ridotta e il cloridrato che si ottiene 
lasciato per altre 5 ore sotto vuoto per eliminare le tracce d'acqua. Si ottengono 
0.780 g di diammina 26 come bis-cloridrato, un olio giallo chiaro, con resa 
quantitativa. 1H NMR (D20, 400 MHz): ò 3.78 (t, 4H, J 5 Hz, -OCH2CH2-NH3+), 
3.72 (m, 16H, -(CH2-CH2-0-)4), 3.21 (t, 4H, J 5 Hz, -O-CH2-CH2-NH3+). 13C 
NMR ò 69.9 (t), 66.6 (t), 39.5 (t). ESI-MS (CH3QH): m/z 141.1 (M+H+)/2, 163.0 
(M+Na+)/2, 281.2 (M+H+), 303.1 (M+Na+). 
5.3.4. N 1-TERTBUTOSSICARBONIL-1,17-DIAMMIN0-3,6,9,12,15-
PENTAOXA-EPTADECANO (34) 
Boe, ~o~ ~o~ ~o~ ~ O O N~ 
Si sciolgono 1,039 g di diammina 26 · 2HC1 (MW: 353.28; 2. 94 mmol) in 100 
mL di CH3QH anidro, si aggiungono 0,9 mL di NEt3 (MW: 101.19; 6,46 mmol) e 
si lascia raffreddare in bagno a ghiaccio. Si sciolgono 350 mg di Boc20 (MW: 
218.25; 1.60 mmol) in 20 mL di CH30H anidro e si aggiunge alla soluzione 
precedente goccia a goccia in un'ora. Terminata l'aggiunta si porta la soluzione a 
temperatura ambiente e si lascia reagire per 18 ore, controllando il decorso tramite 
TLC (CH2Ch/MeOH 9 /1). Quindi si evapora il solvente e si riprende il residuo 
con 100 mL di CH2Ch e si lava tre volte con 100 mL di acido citrico 5%. Le fasi 
acquose vengono unite e basificate a pH 11 con NaOH 5M, quindi estratte tre 
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volte con 100 mL di CH2Ch. Si uniscono queste ultime fasi organiche, si anidrifica 
su Na2S04 anidro e si evapora il solvente a pressione ridotta. Si ottengono 0,428 g 
di prodotto 34 (MW: 380.48; 1.12 mmol) pari ad una resa del 38 %. 1H-NMR 
(CDCb, 400 MHz): ò 5,28 (br s, 1H, CONH); 3,64 (m, 16H, CfuCfu-0); 3,52 (m, 
4H, H2N-CH2CH2-0); 3,31 (m, 2H, CH2-NHCOO); 2,86 (m, 2H, CH2-NH2); 1,44 
(s, 9H, tBut). 13C-NMR (CDCh, 100,5 MHz): ù 156,0 (s, NHCOO); 79,0 (s, C 
tBut); 73,1 (t, O-CH2-CH2-NH2);70,5 (t, CH2-CH2-0); 41,6 (t, CH2-NHCOO); 
40,3 (t, CH2-NH2); 28,3 (q, CH3 tBut). ESI-MS (CH30H): m/z 381 (M+H+); 403 
(M+Na+). 
5.3.5. N 1,N4,N9-TRI-TERT-BUTOSSICARBONIL-1,12-DIAMMIN0-4,9-
DIAZADODECANO (27) 
Boe 
I H 
HN~N~N~N'Boe 
2 I 
Boe 
In un pallone a tre colli da 100 mL vengono sciolti 1 g di spermina (MW: 
202.34; 4.94 mmol) in 70 mL di CH30H anidro che vengono poi portati alla 
temperatura di -78 °C in atmosfera di Ar. A questa temperatura vengono aggiunti, 
goccia a goccia in 30 minuti, 0,587 mL di TFAOEt (MW: 142.08; 4.94 mmol). 
Dopo 30 minuti a -78 °C la temperatura viene lasciata andare a O °C e si aggiunge 
goccia a goccia in 3 minuti un eccesso di (Boc)20 (4.312 g; MW:: 218.25; 19.76 
mmol) sciolto in 1 O mL di CH30H anidro. Si lascia a temperatura ambiente sotto 
agitazione per 15 h ottenendo la poliammina completamente protetta (Rr. 0.6 in 
AcOEt) e senza isolarla si idrolizza la trifluoroacetammide trattando la miscela di 
reazione con 40 mL di NaOH 1 M. Si segue la reazione attraverso TLC 
(CH2Ch/CH30H /NH3; 9/1/0.1) e dopo 24h si estrae la fase acquosa con CH2Cb 
(5 x 20 mL), si lava la fase organica con NaHCQ3 5% (2 x 30 mL), NaCl saturo (4 
x 50 mL) e si anidrifica su Na2S04. Il solvente viene rimosso a pressione ridotta ed 
il grezzo ottenuto (consistenza oleosa) viene purificato mediante cromatografia 
flash su colonna (Si02, 2.5 cm, CH2Ch/CH30H, gradiente 1%, da 100% a 90/10, 
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1 % di NH3 fisso). Si ottengono 850 mg di 27 pari ad una resa del 36%. Rr: 0.5 
(CH2Cb/CH30H/NH3; 9/1/0.1). 1H-NMR (CDCb, 400MHz): 8 3.15 (m, 10H: -
Cfu- (3, 5, 8, 10, 12)); 2.68 (t , 2H, -CH2-(1)); 1.62 (m, 4H: -CH2-(2, 11)); 1.44-
1.24 (m, 31H: t-Bu, -CH2- (5, 6)). 13C-NMR (CDCb) 8: 156.4 (s), 156.0 (s), 79.4 
(s), 79.2 (s), 78.8 (s), 46.7 (t), 46.3 (t), 44.4 (t), 44.2 (t), 44.1 (t), 43.6 (t), 39.1 (t), 38.8 
(t), 37.3 (t), 37.1 (t), 32.3 (t), 31.6 (t), 28.5 (t), 28.3 (t), 28.1 (q), 25.6 (t), 25.1 (t). 
ESI-MS (CH3QH): m/z 503.3 (M+H+). 
5.3.6. N 1-(4'-FOSFONOSSI-BENZOIL-.AIB8)-1,17-DIAMMIN0-3,6,9,12,15-
PENTAOXA-EPTADECANO (1) 
5.3.6.1. Z-Aibs-OXL (28) 
z,N V ·~0-o N V ·~0-o N V ·~0-o N V rl'~,,,,, 
H/ y ~,, H/ y ~ H/ y ~ H/ I ·"' 
o ~ o ~ o ~ o 
o 
500 mg di Z-Aibs-OtBu 20 (MW: 889.09; 0.56 mmol) vengono sciolti in 10 
mL di una miscela 1: 1 di CH2Cb/TF A. Si lascia a temperatura ambiente sotto 
agitazione seguendo la reazione mediante TLC (CHCb/CH30H, 9/1 v/v). Dopo 4 
h il solvente viene allontanato a pressione ridotta ed il residuo coevaporato più 
volte con Et20. Si ottengono 466 mg di Z-Aibs-OH (MW: 832.98; 0.56 mmol) con 
resa quantitativa. Rr. 0.4 (CHCb/CH30H; 9 /1). Il prodotto così ottenuto viene 
sciolto in 4 mL di anidride acetica distillata di fresco e si porta a riflusso, seguendo 
la reazione mediante TLC (CHCb/CH30H, 9/1). Dopo 3 h l'anidride acetica viene 
coevaporata più volte con toluene ed il residuo ottenuto lasciato sotto flusso di 
Argon per 30'. Si ottengono 442 mg di 28 (MW: 814.97; 0.54 mmol) pari ad una 
resa del 97 %. Rr. 0.7 (CHCb/CH30H; 9/1). 
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5.3.6.2. N 1-(Z-Aibs)-1,17-cliammino-3,6,9,12,15-pentaoxa-eptadecano (6) 
Metodo A. 220 mg di 26 · 2HC1 (NIW: 353.28; 0.62 mmol) vengono sciolti 
in 10 mL di CH3CN anidro e si aggiungono 0.172 mL di NEt3 (NIW: 101.19; 1.24 
mmol). A questa soluzione si aggiungono 256 mg di Z-Aibs-Oxl 28 (NIW: 814; 0.31 
mmol) precedentemente sciolti in 15 mL di CH3CN anidro e la miscela risultante 
viene lasciata sotto agitazione a temperatura ambiente per 12 h seguendola 
mediante TLC (CHCb/CH3QH, 9 /1). Il solvente viene rimosso a pressione ridotta 
ed il grezzo ottenuto viene purificato mediante cromatografia flash su colonna 
(Si02, 2 cm, CHCb/CH30H, gradiente 1% da 100% CHCb a 86/14) dalla quale si 
ottengono 263 mg di 6 (NIW: 109 5.33; 0.24 mmol) pari ad una resa del 77 %. 
Metodo B. 295 mg di 26 · 2HC1 (NIW: 353.28; 0.83 mmol) vengono sospesi 
in 10 mL di CH2Ch anidro e si aggiungono 0.278 mL di DIEA (NIW: 129.24; 1.6 
mmol). Alla soluzione risultante sono aggiunti 341 mg di Z-Aibs-OH (NIW: 832.98; 
0.41 mmol), ottenuti come indicato nella Sezione 5.3.6.1, e 228 mg di Py-BOP® 
(NIW: 520.39; 0.45 mmol) e la miscela viene agitata a temperatura ambiente per una 
notte. Al termine della reazione, il solvente viene rimosso a pressione ridotta e il 
residuo ripreso con 20 mL di CH2Ch; la fase organica viene lavata con NaHC03 
5% (2 x 15 mL), H20 (1 x 15 mL), NaCl saturo (1 x 15 mL), anidrificata su 
N a2S04 anidro ed il solvente viene rimosso a pressione ridotta. Il grezzo ottenuto 
viene purificato mediante cromatografia flash su colonna (Si02, 2 cm, 
CHCb/CH30H, gradiente 1 % da 100 % CHCb a 86/14), dalla quale si ottengono 
371 mg di 6 (NIW: 1095.33; 0.34 mmol), pari ad una resa dell'84 %. 
Rr. 0.2 (CHCb/CH30H; 9/1). tH-NMR (CDCb, 400 MHz): ò 8.15 (s, 1H, 
-NH-); 7.76 (s, 1H, -NH-); 7.71 (s, 2H, -NH-); 7.59 (brt, 1H, -NH-); 7.50 (s, 1H, -
NH-); 7.46 (s, 1H, -NH-); 7.44 (s, 1H, -NH-); 7.37 (s, 1H, -NH-); 7.27 (m, 5H, Ph); 
5.10 (s, 2H, -O-CH2-Ph); 3.87 (m, 2H, -Cfu(2)); 3.64 (m, 20H, -
CH2(4,5,7,8,10,11,13,14,16), -Cfu(1)-NH-CO-); 3.11(m,2H, -Cfu-(17)); 1.50-1.25 
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(m, 48H, -CH3(Aib)). ESI-MS (CH3QH): m/z 1096.4 (M:+H+), 567.4 
(M:+H++K+)/2, 559.4 (M:+H++Na+). 
5.3.6.3. N 1-(Z-Aibs)-N17_tertbutossicarbonil-1,17-diammino-3,6,9,12,15-
pentaoxa-eptadecano (29) 
206 mg di 6 (N.JW: 1095.33; 0.19 mmol) vengono sciolti in 10 mL di CH2Cb 
e si aggiungono 0.264 mL di NEt3 (N.JW: 101.19; 0.19 mmol). A questa soluzione si 
aggiungono poi 41 mg di (Boc)20 (N.JW: 218.25; 0.19 mmol) sciolti in 5 mL di 
CH2Cb anidro e si lascia sotto agitazione a temperatura ambiente per tre ore. Al 
termine della reazione, seguita mediante TLC (CHCb/ CH30H 9/1 ), il solvente 
viene rimosso a pressione ridotta e il residuo ripreso con 50 mL di AcOEt; la fase 
organica viene lavata con KHSQ4 5% (2 x 30 mL), H20 (1 x 30 mL), NaHC03 5% 
(2 x 30 mL), H20 (1 x 30 mL), anidrificata su Na2S04 anidro ed il solvente viene 
rimosso a pressione ridotta. Il grezzo viene purificato mediante cromatografia flash 
su colonna (Si02, 2 cm, CHCb/CH30H gradiente 0.5%, da 100% CHCb a 91/9) e 
si ottengono 103 mg di 29 (N.JW: 1195.44; 0.087 mmol) pari ad una resa del 45 %. 
Rr. 0.5 (CHCb/CH30H, 9/1). 1H-NMR (CDCb, 400 MHz): 8 7.71 (m, 3H, 3 -
NH-); 7.53 (br, 1H, -NH-); 7.49 (s, 1H, -NH-); 7.43 (s, 1H, -NH-); 7.32 (m, 6H: 5H 
Ph, -NH-); 7.21 (s, 1H, -NH-); 6.92 (s, 1H, -NH-); 5.08 (s, 2H, -O-CH2-Ph); 3.56 
(m, 20H, -CH2- (2, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16)); 3.41 (m, 2H, -CH2- (1)); 3,28 (m, 
2H,-CH2- (17)); 1.51-1.23 (m, 57H: 9H, tBu; 48H,CH3 (Aib)). ESI-MS (CH30H): 
m/z 1196 (M:+H+), 1214.9 (M:+NH4+), 1217.9 (M:+Na+), 1233.8 (M:+K+). 
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5.3.6.4. Nl-( 4'-(Bis-benzilossi-fosforilossi)-benzoil-Aibs)-N17-
tertbutossicarbonil-1,17-diammino-3,6,9 ,12,15-pentaoxa-
eptadecano 
103 mg di 29 (MW: 1195.44; 0.087 mmol) vengono sciolti in metanolo ed il 
gruppo Z viene rimosso nelle usuali condizioni di idrogeno lisi (H2, Pd/ C 5%) in 12 
h ottenendo 92 mg di prodotto deprotetto (MW: 1061.31; 0.087 mmol) con resa 
quantitativa. 
In un pallone da 100 mL, si sciolgono 35 mg di 23 (MW: 398.35; 0.087 
mmol) in 10 mL di CH2Ch anidro sotto agitazione e si aggiungono 14 mg di HOBt 
(MW: 135.12; 0.104 mmol) e 17 mg di EDC (MW: 191.70; 0.087 mmol). Dopo 
qualche minuto si aggiunge sotto agitazione una soluzione contenente 92 mg del 
prodotto di idrogenolisi in 5 mL di CH2Ch anidro ed infine 0.14 mL di NEt3. La 
miscela viene lasciata a temperatura ambiente per 24 h e la reazione viene seguita 
mediante TLC (CHCh/CH30H, 95/5). Il solvente viene quindi rimosso a 
pressione ridotta e il residuo ripreso con 100 mL di AcOEt e la fase organica lavata 
con KHSQ4 5% (2 x 30 mL), H10 (1 x 30 mL), NaHCQ3 5% (2 x 30 mL), H10 (1 
x 30 mL). La fase organica viene anidrificata su Na2S04 anidro ed il solvente viene 
rimosso a pressione ridotta. Il prodotto grezzo (90 mg) viene purificato mediante 
cromatografia flash su colonna (Si02, 2 cm, CHCh/ CH3QH, gradiente 0.5%, da 
100% a 9 5 / 5) dalla quale si ottengono 41 mg di N1-( 4' -( dibenzil)-fosfonossi-
benzoil-Aibs)-N17tertbutossicarbonil-1, 17-diammino-3,6,9, 12, 15-pentaoxa-
eptadecano (MW: 1441.64; 0.028 mmol) pari ad una resa del 36%. Rr. 0.6 
(CHCh/CH3QH; 9/1). 1H-NMR (CDCh; 400 MHz): 8.14 (m, 1H, -NH-); 7.88 (d, 
2H, J 8 Hz, Ar-H (2'- 6); 7.81 (br, 2H, -NH-); 7.67 (m, 3H, -NH-); 7.43 (m, 2H, -
NH-); 7.24 (m, 11H: 10H Ph-H, 1H -NH-); 7.14 (d, 2H,J 8 Hz, Ar-H (3'- 5); 7.10 
(br, 1H, -NH-); 5.04 (d, 4H, J 8 Hz, -Cfu-Ph); 3.55 (m, 20H, -CH2-0- (2, 4, 5, 7, 8, 
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10, 11, 13, 14, 16)); 3.38 (m, 4H, -CH2- (1, 17)); 1.44 (m, 57H: 48H, Cfu- (Aib), 
9H, tBu). ESI-MS (CH3QH): m/z 1441.7 (M+H+), 1463.9 (M+Na+), 1479.5 
(M+K+), 740.9 (M+K+)/2. 
5.3.6.5. N 1-(4'-fosfonossi-benzoil-Aibs)-1,17-diammino-3,6,9,12,15-
pentaoxa-eptadecano (1) 
o 
d .J!J ~ ~ ... NH3+ CF3Coo-OH J\ihs ~ 'oJ~ "-../ HO / s "'-p //'o o 
41 mg di NL( 4' -( dibenzil)-fosfonossi-benzoil-Aibs)-N17tertbutossicarbonil-
1, 17-diammino-3,6,9, 12, 15-pentaoxa-eptadecano (MW: 1441.64; 0.028 mmol) 
vengono sciolti in 3 mL di una miscela 1: 1 di CH2Cb/TF A. La soluzione viene 
lasciata sotto agitazione a temperatura ambiente. Dopo 12 h il solvente viene 
allontanato a pressione ridotta ed il residuo coevaporato più volte con Et20. Si 
ottengono 36 mg di 1 (MW: 1275.31; 0.028 mmol) come trifluoroacetato pari ad 
una resa quantitativa. P.f.: 230°C. tH-NMR (CD30D, 400 MHz): 8 7.96 (s, 1H, -
NH-); 7.89 (m, 2H, Ar-H (2'- 6)); 7.79 (m, 5H, -NH-); 7.56 (brs, 1H, -NH-); 7.18 
(m, 2H, Ar-H (3'-5)); 3.64 (t, 2H, J 5 Hz, -CH2-0- (2)); 3.53 (m, 18H, -CH2-0- (4, 
5, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16)); 3.25 (t, 2H, J 5 Hz, -CH2-NH-(1)); 3.03 (brt, 2H, -CH2-
NH2 (17)); 1.34 (m, 48H, -CH3 (Aib)). 13C-NMR (CD30D,): 178.0 (s), 177.9 (s), 
177.7 (s), 177.6 (s), 177.5 (s), 177.2 (s), 177.0 (s), 176.9 (s), 169.2 (s), 157.6 (s), 130.0 
( d), 129.8 (s), 120. 9 (s), 71.4 (t), 71.3 (t), 71.2 (t), 71.1 (t), 71.0 (t), 70.8 (t), 70. 7 (t), 
70.6 (t), 68.0 (t), 58.3 (s), 58.2 (s), 57.9 (s), 57.8 (s), 57.7 (s, 2C), 57.6 (s), 57.5 (s), 
40.6 (t), 40.5 (t), 26.2 (q), 25.9 (q), 25.5 (q), 25.3 (q), 25.2 (q), 25.1 (q). ESI-MS 
(CH30H): m/z 1162.5 (M+H+), 1181.4 (M+Na+), 600.9 (M+K+)/2, 642.6 
(M+NH4++TFA)/2. 
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5.3. 7. N 1-( 4'-FOSFONOSSI-BENZOIL-AIB4)-1,12-DIAMMIN0-4,9-DIOXA-
DODECANO (2) 
5.3. 7 .1. N1-(Z-Aib4)-1,12-diammino-4,9-clioxa-dodecano 
H 
2'filbN~O~O~NH 
4 2 
396 mg di 1,12-diammino-4,9-dioxa-dodecano (MW: 204.18; 1.93 mmol) si 
sciolgono in 1 O mL di CH3CN anidro e a questa soluzione si aggiungono 460 mg di 
18 (MW: 474.55; 0.97 mmol) precedentemente sciolti in 15 mL di CH3CN anidro. 
La miscela viene lasciata sotto agitazione a temperatura ambiente per 12 h 
seguendola mediante TLC (CHCb/CH30H/NH3, 9/1/0.1). Il solvente viene 
rimosso a pressione ridotta ed il grezzo ottenuto viene purificato mediante 
cromatografia flash su colonna (Si02, 2 cm, CHCb/CH30H, gradiente 0.5% da 
90I1 O a 85I15, 1 % di NH3 fisso) dalla quale si ottengono 514 mg di NL(Z-Aib4)-
(1, 12)-diammino-( 4,9)-dioxa-dodecano (MW: 678.86; 0.76 mmol) pari ad una resa 
del 78 %. Rr. 0.5 (CHCb/CH3QH/NH3, 8.5/1.5/0.1). tH NMR (CDCb: 8 7.43 (s, 
1H, NH); 7.35 (m, 5H, Ph); 7.28 (m, 2H, NH); 6.71 (s, 1H, NH), 6.18 (s, 1H, NH); 
5.10 (s, 2H, -OCfu-Ph); 3.46 (m, 8H, -CH2-(3,5,8,9)); 3.30, (q, 2H, J 6 Hz, -CH2-
(l)); 2.80 (t, 2H, J 6 Hz, -Cfu-(12)); 2.02 (br, 2H, -Nili); 1.82 (qt, 2H, J 6 Hz, -
CH2-(2)); 1.71 (qt, 2H, J 6 Hz, -Cfu-(11)); 1.60 (m, 4H, -CH2-(6,7)); 1.51-1.32 (m, 
24H, Cfu-Aib). ESI-MS (CH3QH): m/z 680.6 (M+H+). 
5.3. 7 .2. N 1-(Z-Aib4)-N13-tert-butossicarbonil-1,12-diammino-4,9-dioxa-
dodecano (30) 
H 
z, _,.N~O~ /'""--.... /"'"-.... /Boe 
1\.1b4 o" ~. 'N . H 
360 mg di NL(Z-Aib4)-(1,12)-diammino-(4,9)-dioxa-dodecano (MW: 678. 
86; 0.53 mmol) vengono sciolti in 15 mL di CH2Ch anidro. Si aggiungono 0.073 
mL di NEt3 (MW: 101.19; 0.53 mmol) e goccia a goccia una soluzione di 116 mg di 
(Boc)20 (MW: 218.25; 0,53 mmol) in 5 mL di CH2Clz. La miscela ottenuta viene 
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agitata a temperatura ambiente per tre ore controllando il decorso della reazione 
mediante TLC (CHCb/CH3QH, 9/1). Al termine della reazione il solvente viene 
allontanato a pressione ridotta, il residuo viene ripreso con 100 mL di AcOEt e la 
fase organica viene lavata con KHSQ4 5% (2 x 40 mL), H20 (1 x 40 mL), 
NaHC03 5% (2 x 40 mL), H20 (1 x 40 mL) e anidrificata su Na2S04 anidro. Il 
solvente viene allontanato a pressione ridotta ed il grezzo viene purificato mediante 
cromatografia flash su colonna (Si02, 2 cm, CHCb/ CH3QH; gradiente 0.5%, da 
100% CHCb a 98/2 CHCb/CH30H). Si ottengono 314 mg di 30 (l\1W: 778.98; 
0.40 mmol) pari a una resa del 76%. Rr. 0.5 (CH2Ch/CH30H; 9 /1). 1H-NMR 
(CDC13, 400 MHz): 8 7.39 (m, 7H: 2H NH, 5H Ph-H); 7.22 (s, 1H, NH); 6.48 (s, 
1H, NH); 5.58 (s, 1H, NH); 5.11 (s, 2H, Ph-CH2-0-); 3.45 (m, 8H, -CH2- (3, 5, 8, 
10)); 3.32 (q, 2H, J 6 Hz, -CH2-(1)); 3.20 (t, 2H, -CH2-(12)); 1.83 (qt, 2H, J 6 Hz -
CH2- (2)); 1.75 (qt, 2H, J 6 Hz, -CH2-(11)); 1.61 (m, 4H, -CH2- (6, 7)); 1.40 (m, 
33H, 1 t-Bu, CH3- (Aib)). ESI-MS (CH30H): m/z 779.5 (M+H+), 801.4 (M+Na+), 
817.3 (M+K+). 
5.3. 7 .3. N 1-( 4'-(Bis-benzilossi-fosforilossi)-benzoil-Aib4)-N13-(tert-
butossicarbonil)-1,12-diammino-4,9-dioxa-dodecano 
314 mg di 30 (l\1W: 778.89; 0.40 mmol) vengono sciolti in metanolo e il 
gruppo Z viene rimosso nelle usuali condizioni di idrogeno lisi (H2, Pd/ C 5%) in 
una notte. Si ottengono 250 mg di NL(H-Aib4)-N13-tri-tert-butossicarbonil-1,12-
diammino-4,9-dioxa-dodecano (l\1W: 644.84; 0.4 mmol) con una resa quantitativa. 
Rr. 0.4 (CHCb/CH30H; 9/1) 
Successivamente si sciolgono 154 mg di 23 (l\1W: 398.35; 0.4 mmol) in 5 
mL di CH2Ch anidro e si aggiungono sotto agitazione, 54 mg di HOBt (l\1W: 
135.12; 0.4 mmol), 77 mg di EDC (l\1W: 191.70; 0,4 mmol) e 250 mg di NL(H-
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Aib4)-N13-tri-tert-butossicarbonil-1, 12-diammino-4, 9-dioxa-dodecano (11W: 
644.84; 0.4 mmol) sciolti anch'essi in 10 mL di CH2Ch anidro. Si mantiene il pH a 
circa 8 mediante l'aggiunta di 60 µL di NEtJ (11W: 101.19; 0.4 mmol) e si lascia la 
miscela di reazione sotto agitazione a temperatura ambiente per 24 h. Il solvente 
viene quindi rimosso a pressione ridotta ed il residuo solido viene ripreso con 50 
mL di AcOEt; la fase organica viene lavata con KHS04 5% (1 x 20 mL), H20 (1 x 
20 mL), NaHC03 5% (1 x 20 mL), H20 (1 x 20 mL). Il grezzo di reazione 
ottenuto (126 mg) viene purificato mediante cromatografia flash su colonna (Si02, 
2 cm; CHCb/CH30H gradiente 0.5% da 100% CHCb a 97,5/2,5 CHCb/CH30H 
v/v). Si ottengono 140 mg di N1-(4'-(dibenzil)-fosfonossi-benzoil-Aib4)-N13-(tert-
butossicarbonil)-1,12-diammino-4,9-dioxa-dodecano (11W: 1025.17; 0.13 mmol) 
con una resa del 35 %. Rr. 0.7 (CHCb/CH30H; 9/1). 1H-NMR (CDCb, 400 
MHz): 8 7.74 (d, 2H, J 9 Hz, Ar-H (2'-6)); 7.63 (s, 1H, -NH-); 7.27 (m, 12H: 10H 
Ph-H, 2H -NH-); 7.15 (d, 2H, J 9 Hz, Ar-H (3'-5)); 7.09 (s, 1H, -NH-); 6.46 (s, 
1H, -NH-); 5.05 (d, 4H, J 9 Hz, Ph-Cfu-0-); 4.95 (s, 1H, -NH-); 3.35 (m, 8H, -
CH2-0- (3, 5, 8, 10)); 3.20 (q, 2H, J 6 Hz, -CH2-NH- (1)); 3.12 (q, 2H, J 6 Hz; -
CH2-(12)); 1. 73 (m, 2H, -CH2-(2)); 1.65 ( qt, 2H, J 6 Hz, -CH2- (11 )); 1.53-1.15 
(37H: 9H tBu, 24H CH3 (Aib), 4H -CH2- (6,7)). ESI-MS (CH30H): m/z 1025.8 
(M+H+), 1042.6 (M+NH4+), 1047.7 (M+Na+), 1063.6 (M+K+). 
5.3. 7.4. N 1-( 4'-fosfonossi-benzoil-Aib4)-1,12-cliammino-4,9-dioxa-
dodecano (2) 
140 mg di N1-(4'-(dibenzil)-fosfonossi-benzoil-Aib4)-N13-(tert-
butossicarbonil)-1,12-diammino-4,9-dioxa-dodecano (11W: 1025.17; 0.13 mmol) 
vengono sciolti in 6 mL di una miscela 1: 1 di CH2Ch /TF A e la soluzione viene 
lasciata sotto agitazione a temperatura ambiente per 24 h. 
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Il solvente viene quindi rimosso a pressione ridotta ed il residuo 
coevaporato piu' volte con Et20. Si ottengono 111 mg di 2 (MW: 858.84; 0.13 
mmol) come trifluoroacetato con resa quantitativa. P .f.: 17 4 °C. tH-NMR 
(CD3QD, 400 MHz): 8 8.06 (s, 1H, -NH-); 8.02 (s, 1H, -NH-); 7.91 (d, 2H, J 8 Hz, 
Ar-H (2'- 6)); 7.79 (s, 1H, -NH-); 7.28 (d, 2H, J 8 Hz, Ar-H (3'- 5)); 3.52 (t, 2H, J 6 
Hz, -CH2-0-); 3.45 (m, 6H, (-CH2-0-)3); 3.25 (t, 2H, J 6 Hz, -CH2-NHCO-); 3.02 
(t, 2H, J 6 Hz, -CH2-NH2), 1.87 (qt, 2H, J 6 Hz, -CH2-(2)); 1.79 (qt, 2H, J 6 Hz, -
CH2-(11)); 1.58 (m, 4H, -CH2-(6,7)); 1.42 (m, 24H, -CH3(Aib)). 13C-NMR 
(CD3QD): 8 177.8 (s), 177.6 (s), 176.9 (s), 169.3 (s), 157.8 (s), 130.2 (d), 129.7 (s), 
121.0 (d), 72.1 (t), 71.7 (t), 69.4 (t), 69.3 (t), 58.2 (s), 58.16 (s), 58.1 (s), 57.7 (s), 39.5 
(t), 3 7 .8 (t), 28.6 (t), 27.6 (t), 27.5 (t), 26.1 (t), 25.6 ( q), 25.3 ( q). ESI-MS (CH30H): 
m/z 745.8 (M+ H+), 767.5 (M+Na+), 783.7 (M+K+). 
5.3.8. N 1-(4'-FOSFONOSSI-BENZOIL-AIB8)-1,12-DIAMMIN0-4,9-DIAZA-
DODECANO (3) 
5.3.8.1. N 1-(Z-Aibs)-N4,N9 ,N13tri-tert-butossicarbonil-1,12-diammino-4,9-
diazadodecano (31) 
Boe 
H I 
z, ,,N~N~ /""-... /""-... /Boe 
filb
8 
N' ~ 'N 
I H 
Boe 
466 mg di Z-Aibs-OH (MW: 832.98; 0.56 mmol), ottenuti come indicato 
nella Sezione 5.3.6.1, vengono sciolti in 15 mL di CH2Ch anidro ed alla soluzione, 
lasciata sotto agitazione a temperatura ambiente, vengono aggiunti 291 mg di Py-
BOP®, (MW: 520.39; 0.56 mmol), 309 mg di tri-Boc-spermina 27 (MW: 502.69; 
0.616 mmol) e 0.18 mL di DIEA (MW: 129.24; 1.04 mmol). La miscela di reazione 
viene lasciata sotto agitazione a temperatura ambiente per 24 h e viene seguita 
mediante TLC (CHCb/CH3QH, 9.5/0.5) fino a scomparsa dell'acido. Il solvente 
viene evaporato, il residuo ottenuto viene ripreso con 200 mL di AcOEt e la fase 
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organica viene lavata con KHSQ4 5% (2 x 100 mL), H20 (2 x 70 mL), NaHCQ3 
5% (2 x 100 mL), H20 (2 x 70 mL) e anidrificata su Na2S04 anidro. Con la 
rimozione del solvente a pressione ridotta si ottengono 7 50 mg di grezzo che 
vengono purificati mediante cromatografia flash su colonna (Si02, 2.5 cm, 
Toluene/EtOH; gradiente 0.5%, da 95/5 a 91/9). Si ottengono 422 mg di 31 (MW: 
1317.66; 0.32 mmol) pari a una resa del 58 %. Rr. 0.6 (CHCb/CH3QH, 9/1); 0.3 
(foluene/EtOH, 7 /1). tH-NMR (CDCb, 400 MHz): ): ò 7.58 (m, 5H, -NH-); 7.41 
(m, 3H, -NH-); 7.28 (m, 5H, Ph-H); 6.55 (s, 1H, -NH-); 5.95 (s, 1H, -NH-); 5.02 (s, 
2H, Ph-CH2-0-); 3.07 (m, 12H, -Cfu- (1, 3, 5, 8, 10, 12)); 1.70 (m, 2H, -CH2- (2)); 
1.40 (m, 81H: 48H -CH3 (Aib), 27H tBu, 6H -CH2- (6, 7, 11)). ESI-MS (CH3QH): 
m/z 1318.7 (M+H+), 1340 (M+Na+), 1355.9 (M+K+), 678.5 (M+K+)/2. 
5.3.8.2. N 1-( 4'-(Bis-benzilossi-fosforilossi)-benzoil-Aibs)-N4,N9 ,N13-tri-
tert-butossicarbonil-1,12-diammino-4, 9-diazadodecano 
d o -~~!~~_,-Boe OB J\.1b8 N N BnO .. , / I H ~p"-... Boe e! o 
422 mg di 31 (MW: 1317.66; 0.32 mmol) vengono sciolti in CH3QH e il 
gruppo Z viene rimosso nelle usuali condizioni di idrogenolisi (H2, Pd/ C 5%) in 
una notte. Si ottengono 348 mg di NL(H-Aib8)-N4,N9,N13tri-tert-butossicarbonil-
(1,12)-diammino-(4,9)-diazadodecano (MW: 1183.52; 0.29 mmol) che vengono 
sciolti in 10 mL di CH2Ch anidro e vengono aggiunti ad una soluzione contenente 
115 mg di 23 (MW: 398.35; 0.29 mmol) e 151 mg di Py-BOP® (MW: 520.39; 0.29 
mmol) in 5 mL CH2Ch anidro. Alla miscela si aggiungono 52 µl di DIEA (MW: 
129.24; 0.29 mmol) e si lascia a temperatura ambiente sotto agitazione per 16 ore in 
atmosfera di Argon seguendo mediante TLC (CHCb/CH30H, 95/5). Al termine 
della reazione il solvente viene allontanato ed il residuo ottenuto viene ripreso con 
150 mL di AcOEt, la fase organica lavata con KHSQ4 5% (2 x 80 mL), H20 (1 x 
80 mL), NaHCQ3 5% (2 x 80 mL) e H20 (1 x 80 mL), anidrificata su Na2S04 
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anidro ed il solvente viene rimosso a pressione ridotta. Il grezzo viene purificato 
mediante cromatografia flash su colonna (Si02, 2 cm, gradiente 0.5%, da 95/5 di 
CHCh/CH30H a 90/10). Si ottengono 225 mg di N1-(4'-(Bis-benzilossi-
fosforilossi)-benzoil-Aibs)-N4,N9,N13_tri-tert-butossicarbonil-1,12-diammino-4,9-
diazadodecano (MW: 1563.85; 0.14 mmol) pari a una resa del 50 %. P.f.: 210°C. 
Rr. 0.4 (CHCb/CH30H; 95/5). 1H-NMR (CDCb; 400 MHz): 8 7.80 (m, 3H: Ar-
H (2'-6), 1H, -NH-); 7.69 (m, 4H, -NH-); 7.47 (brt, 1H, -NH-); 7.35 (m, 11H: 10H 
Ph-H, 1H, -NH-); 7.17 (m, 3H: Ar-H (3'-5), 1H, -NH-); 7.03 (s, 1H, -NH-); 6.52 (s, 
1H, -NH-); 5,13 (d, 4H, J 9 Hz, Ph-CH2-0-); 3.14 ( m, 12H, -CH2- (1, 3, 5, 8, 10, 
12)); 1.79 (m, 2H, -CH2- (2)), 1.48 (m, 81H: 48H -CH3 (Aib), 27H tBu, 6H -CH2-
(6, 7, 11)). ESI-MS (CH30H): m/z 1564.8 (M+H+), 1586.7 (M+Na+), 1602.6 
(M+K+), 793.8 (M+Na+)/2, 801.9 (M+K+)/2. 
5.3.8.3. N 1-( 4'-fosfonossi-benzoil-Aibs)-1,12-diammino-4,9-diazadodecano 
(3) 
225 mg di NL( 4' -(Bis-benzilossi-fosforilossi)-benzoil-Aibs)-N4,N9,N13-tri-
tert-butossicarbonil-1, 12-diammino-4,9-diazadodecano (MW: 1563.85; 0.14 mmol) 
vengono sciolti in 1 O mL di una miscela 1: 1 CH2Ch/TF A e i gruppi proteggenti 
vengono rimossi nelle usuali condizioni in 16 ore. Si ottengono 199 mg di 3 come 
tris-trifluoroacetato (MW: 1425.33; 0.14 mmol) pari ad una resa quantitativa. P .f.: 
242 °C. 1H-NMR (CD30D, 400 MHz) : 8 8.04 (s, 1H, -NH-); 7.92 (m, 7H, Ar-H 
(2'-6), 5H NH); 7.84 (s, 1H, -NH-), 7.80 (brt, 1H, -NH-); 7.70 (s, 1H, -NH-); 7.30 
(d, 2H, J 8 Hz, Ar-H (3'-5)); 3.08 (m, 12H, -Cfu- (1, 3, 5, 8, 10, 12)); 2.07 (m, 2H, -
CH2- (2)); 1.93 (m, 2H, -Cfu- (11)); 1.81 (m, 4H, -CH2- (6, 7)); 1.48 (m, 48 H, -
CH3 (Aib)). 13C-NMR (CD3QD): 178.9 (s), 178.3 (s), 178.2 (s), 177.4 (s), 177.3 (s), 
177.2 (s, 2C), 177.0 (s), 169.2 (s), 157.6 (s), 130.3 (d), 130.0 (s), 120.0 (d), 58.2 (s), 
158 
5. PARTE SPERIMENTALE 
58.1 (s), 58.0 (s), 57.9 (s, 2C), 57.8 (s, 2C), 57.7 (s), 48.3 (t), 48.2 (t), 46.3 (t), 45.9 (t), 
37.8 (t), 37.2 (t), 27.3 (t), 25.5 (q), 25.4 (t), 24.3 (t). ESI-MS (CH30H): m/z 1084.8 
(M:+H+), 561.9 (J\1+K+)/2, 543 (J\1+H+)/2. 
5.3.9. N 1-( 4'-FOSFONOSSI-BENZOIL-AIB4)-1,12-DIAMMIN0-4,9-DIAZA-
DODECANO (4) 
5.3.9.1. N 1-(Z-Aib4)-(N4,N9,N13tri-tert-butossicarbonil)-1,12-diammino-
4,9-diazadodecano (32) 
Boe 
H I 
z, ,N~N~ ....-...... ....-...... /Boe ~4 if ~ ~ 
I H 
Boe 
In un pallone da 100 mL si sciolgono 262 mg di Z-Aib4-0xl (18) (I\1W: 
474.55; 0.55 mmol) in 6 mL di CH3CN anidro. In seguito si aggiunge una 
soluzione contenente 303 mg di 27 (I\1W: 502.69; 0.605 mmol) in CH3CN (1 O mL). 
La miscela viene agitata a temperatura ambiente in atmosfera di Argon per 24 ore e 
si segue la reazione mediante TLC (CHCb/CH30H; 9 /1). Il solvente viene 
rimosso a pressione ridotta, il residuo ripreso con 100 mL di AcOEt, si lava con 
KHS04 5% (2 x40 mL), H20 (1 x40 mL), NaHC03 5% (2 x 40 mL), H20 (1 x 40 
mL) e si ottengono 503 mg di 32 (I\1W: 975.26; 0.51 mmol) pari ad una resa del 93 
%. Rr. 0.8 (CHCb/CH30H, 9/1). tH-NMR (CDCb, 400 MHz): 7.34 (m, 8H: 3H 
-NH-, 5H Ph-H); 7.16 (s, 1H, -NH-); 6.39 (s, 1H, -NH-); 5.43 (br, 1H, -NH-); 5.11 
(s, 2H, Ph-CH2-0-); 3.18 (m, 12H, -Cfu-(1, 3, 5, 8, 10, 12)); 1.67 (m, 4H, -CH2- (2, 
10)); 1.42 (m, 55H: 24H -CH3 (Aib), 27H tBu, 4H -CH2- (6, 7)). ESI-MS 
(CH30H): m/z 977.1(J\1+H+),1000.3 (J\1+Na+), 1015.6 (J\1+K+). 
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5.3.9.2. N 1-(4'-(Bisbenzilossi-fosforilossi-benzoil-Aib4)-N4,N9,N13-tri-tert-
butossicarbonil-1,12-diammino-4, 9-diazadodecano 
d o )t,/"-,_J~ ~ /Boe 00 ~4 N N BnO, / I H ~P-.....___ Boe d o 
503 mg di 32 (MW: 975.26; 0.51 mmol) vengono sciolti in CH3QH ed il 
gruppo Z viene rimosso nelle usuali condizioni di idrogeno lisi (H2, Pd/ C 5%) in 6 
ore. Dopo filtrazione del catalizzatore, il solvente viene eliminato a pressione 
ridotta e si ottengono 226 mg di NL(H-Aib4)-N4,N9,N13-tri-tert-butossicarbonil-
1,12-diammino-4,9-diazadodecano (MW: 843.11; 0.26 mmol) pari ad una resa del 
51 %, che vengono sciolti in 5 mL di CH2Ch e aggiunti ad una soluzione 
contenente 103 mg di 23 (MW: 398.35; 0.26 mmol) e 135 mg di Py-BOP (MW: 
520.39; 0.26 mmol) sciolti nel minimo volume di CH2Ch. Si aggiungono 45 µl di 
DIEA (MW: 129.24; 0.26 mmol) e si.lascia sotto agitazione a temperatura ambiente 
per 16 ore, seguendo il decorso della reazione mediante TLC (CHCb/CH30H, 
9 5 / 5). Dopo eliminazione del solvente a pressione ridotta, il grezzo viene ripreso 
con 100 mL di AcOEt, la fase organica viene lavata con KHSQ4 5% (2 x 50 mL), 
H20 (2 x 50 mL), NaHCQ3 5% (2 x 50 mL), H20 (2 x 50 mL) e anidrificata su 
N a2SQ4 anidro. Il solvente viene rimosso a pressione ridotta ed il residuo purificato 
mediante cromatografia flash su colonna (Si02, 2 cm, Toluene/EtOH gradiente 1 
%, da 100 % a 90/10). Si ottengono 122 mg di NL(4'-(Bisbenzilossi-fosforilossi-
benzoil-Aib4)-N4,N9,N13_tri-tert-butossicarbonil-1,12-diammino-4,9-
diazadodecano (MW: 1223.44; 0,09 mmol) pari ad una resa del 40 %. Rr. 0.3 
(toluene/EtOH; 7 /1); Rr. 0.5 (CHCb/CH30H, 95/5). 1H-NMR (CDCb; 400 
MHz): 8 7.76 (d, 2H, J 6 Hz Ar-H (2'-6)); 7.64 (s, 1H, -NH-); 7.33 (m, 10H, Ph-H); 
7.24 (s, 1H, -NH-); 7.23 (s, 1H, -NH-); 7.16 (d, 2H, J 6 Hz Ar-H (3'-5)); 6.76 (s, 
1H, -NH-); 6.37 (s, 1H, NH); 5.13 (d, 4H, J 9 Hz Ph-CH2-0-); 3.21 (m, 12H: -
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CH2- (1, 3, 5, 8, 10, 12)); 1.78 (m, 2H, -Cfu- (2)); 1.66-1.25 (m, 57H: 6H -Cfu- (6, 
7, 11), 27H tBu, 24H -CH3 (Aib)). 
5.3.9.3. N 1-(4'-fosfonossi-benzoil-Aib4)-1,12-cliammino-4,9-diazadodecano 
(4) 
Si sciolgono 122 mg di NL( 4' -(Bisbenzilossi-fosforilossi-benzoil-Aib4)-
N4,N9,N13-tri-tert-butossicarbonil-1, 12-diammino-4,9-diazadodecano (!vfW: 
1223.44; 0,09 mmol) in 10 mL di una miscela 1:1 CH2Ch/TFA e si lascia sotto 
agitazione a temperatura ambiente per 24 ore seguendo la scomparsa del composto 
protetto mediante TLC (foluene/EtOH, 7 /1). Al termine il solvente viene 
rimosso a pressione ridotta e il residuo viene coevaporato più volte da Et02. Si 
ottengono 100 mg (!vfW: 1084.91; 0.09 mmol) di composto 4 come tris-
trifluoroacetato con resa quantitativa. P.f.: 235°C. tH-NMR (CD30D, 400 MHz): 
8 7.88 (d, 2H, J 6 Hz, Ar-H (2'-6)); 7.27 (m, 4H, Ar-H (3'-5), 2 -NH-); 3.11 (m, 
12H: -Cfu- (1, 3, 5, 8, 10, 12)), 2.02 (m, 2H, -Cfu- (2)); 1.87 (m, 2H, -Cfu- (11)); 
1.38 (m, 28H: 4H -CH2- (6, 7), 24H -CH3- (Aib)). 13C-NMR (D20/CD30D) : 8 
179.1 (s), 178.2 (s), 177.5 (s), 177.4 (s), 169.9 (s), 157 (s), 130.3 (d), 129.6 (s), 121.3 
(d), 58.2 (s), 58.5 (s), 57.8 (s), 48.3 (t), 48.2 (t), 46.3 (t), 45.8 (t), 37.8 (t), 37.1 (t), 
27.2 (t), 25.7 (q), 25.5 (q), 25.4 (q), 25.3 (q), 25.2 (q), 25.1 (q), 24.2 (t). ESI-MS 
(CH30H): m/z 743.5 (M+H+), 764.8 (M+Na+). 
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5.3.10. SINTESI DELLO IONOFORO A STRUTTURA DIMERICA (5) 
5.3.10.1. 2-( 4-Ammino-benzoilammino )-aspartato 1-allil estere 4-tertButil 
estere (32) 
0.180 g di acido p-amminobenzoico (MW: 137.14; 1.31 mmol) sono sospesi 
in 5 mL di CH2Cb anidro e si aggiungono 0.177 g di HOBt (MW: 135; 1,31 mmol) 
e 0,377 g di EDC · HCl (MW: 191.17; 1.97 mmol). Si sciolgono 0.350 g di H-
Asp(OtBut)OAll · HCl (MW: 265.74; 1.31 mmol) in 5 mL di CH2Cb e si 
aggiungono 550 µL di NEt3 (MW: 101.19; 3.95 mmol). La soluzione di acido 
aspartico viene aggiunta a quella di acido p-amminobenzoico, si controlla che il pH 
sia circa 8 eventualmente aggiungendo NEt3. Si lascia reagire per 18 ore sotto 
agitazione controllando il decorso tramite TLC (eluente CH2Cb/CH30H 95:5). 
Quindi si evapora il solvente a pressione ridotta e si riprende il residuo con 100 mL 
di AcOEt. Si forma una sospensione che viene lavata tre volte con 100 mL di 
KHSQ4 5%, quindi due volte con 100 mL di H20, tre volte con 100 mL di 
NaHCQ3 5% e infine due volte con 100 mL di NaCl saturo. La fase organica è 
anidrificata con N a2SQ4 anidro ed evaporata a pressione ridotta. Il prodotto grezzo 
viene purificato tramite cromatografia flash su gel di silice ( eluente: EP 40-60 / 
AcOEt da 70:30 a 65:35 gradiente 1 %). Si ottengono 0.296 g di 32 (MW: 348.39; 
0.850 mmol) pari ad una resa del 64%. Rr. 0,75 (CH2Cb/CH30H 95:5). 1H-NMR 
(CDCb, 400MHz): 8 7,64 (d, 2H, J= 8, Ar-CH_(2, 6)); 7,04 (d,1H, ]a-cH= 8, NH)_; 
6,66 (d, 2H, J=8; Ar-CH_(3, 5)); 5,90 (m, 1H, -CH=CH2); 5,32 (dd, 1H, Jgem= 1; 
]trans= 17; -CH=CH2); 5,24 (dd, 1H, Jgem= 1; ]cis= 10; -CH=CH2); 5,02 (m, 1H, Hx 
di ABX ]NH= 8, ]Ax= ]Bx= 4; a-CH);_ 4,67 (m, 2H, CH2-All); 3,98 (br s, 2H, NH2); 
3,03; 2,86 (2 pseudo q AB, 2H, ]AB= 17; ]Ax= ]Bx= 4; ~-CH2); 1,43 (s, 9H, tBut). 
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13C-NMR (CDCh, 100,5 MHz): 8 170,9 (s, COO); 170,3 (s, COO); 166,6 (s, 
CONH); 149,9 (s, Ar(4)); 131,4 (cl, CH=CH2); 128,8 (cl, Ar(2, 6)); 122,9 (s, Ar(1)); 
118,6 (t, CH=CH2); 114,0 (cl, Ar(3, 5)); 81,6 (s, tBut); 66,1 (t, CH2-All); 48,9 (cl, a-
CH); 37,6 (t, ~-CH2); 27,9 (q, CH3 tBut). ESI-MS (CH30H); m/z 349 (M+H+); 
371 (M+Na+). 
5.3.10.2. 2-{4-[3-tertButossicarbonil-2-(9-fluorenilmetossicarbonilammino)-
aspartil]-benzoilammino}-aspartato 1-allil estere 4-tertButil estere 
(33) 
COOtBu 
H O ~~rCOOAll ,,,N~A) 
Fmoc : N 
~ H 
""'-cootBu 
Si sospendono 0.651 g di Fmoc-Asp(OtBut)-OH (MW: 411.46; 1.58 mmol) 
in 5 mL di CH2Ch anidro e si aggiungono 0.738 g di Py-BroP® (MW: 466.78; 1.58 
mmol) e 0.115 g di DMAP (MW: 122.17; 0.949 mmol). Si sciolgono 0.276 g di 32 
(MW: 348.39; O. 79 mmol) in CH2Cb anidro e si aggiungono 330 µL di DIEA (MW: 
129.25; 1.98 mmol); questa soluzione è aggiunta alla soluzione precedente. Si 
controlla che il pH sia circa 8 e si aggiunge eventualmente DIEA. Si lascia reagire 
per una notte quindi si controlla il decorso tramite TLC (eluente AcOEt/EP 1:1). 
Si evapora quindi il solvente a pressione ridotta, si riprende il residuo con 150 mL 
di AcOEt e si lava la soluzione tre volte con 100 mL di KHSQ4 5%, quindi due 
volte con 100 mL di H20, tre volte con 100 mL di NaHC03 5% e infine due volte 
con 100 mL di N a Cl saturo. Si anidrifica la fase organica con N a2SQ4 anidro e si 
evapora il solvente a pressione ridotta. Il prodotto ottenuto viene purificato tramite 
cromatografia flash su gel di silice (eluente: EP 40-60/ AcOEt da 70:30 a 63:37 
gradiente 1 % di AcOEt). Si ottengono 0,422 mg di prodotto 33 (MW: 741.83; 
0.569 mmol) pari ad una resa del 72%. Rr. 0,4 (AcOEt/EP 4:6). tH-NMR (CDCh, 
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400MHz): ò 8,85 (s, 1H, NH Ar); 7,76 (m, 4H, CH(4'); CH(2, 6)); 7,58 (m, 4H, 
CH(1'), CH(3,5)); 7,38 (t, 2H, CH(3')); 7,29 (t, 2H, CH(2')); 7,22 (d, 1H, ]a-cH= 8; 
NH); 6,12 (br, 1H, OCONH).; 5,90 (m, 1H, -CH=CH2); 5,33 (dd, 1H, Jgem= 1; 
]trans=17; -CH=CH2); 5,24 (dd, 1H, Jgem= 1; ]cis=10; -CH=Cfu); 5,04 (m, 1H, ]NH= 
8, J3= 4, a-CH); 4,67 (m, 3H, Clli-All; a-CH); 4,47 (d, 2H, J= 7, Cfu-Fmoc); 4,21 
(t, 1H, J= 7, CH-Fmoc); 3,03 (dd, 1H, ]2= 17, J3= 4, P-Cfu); 2,91 (m, 2H, P-CH2); 
2,70 (m, 1H, P-CH2); 1,43 (s, 18H, tBut). 13C-NMR (CDCb, 100,5 MHz): ò 170,8 
(s, COO); 170,6 (s, COO); 170,2 (s, COO); 168,8 (s, CONH); 166,1 (s, CONH); 
156,2 (s, OCONH); 143,4 (s, C(6')); 141,1 (s, C(4)); 140,7 (s, C(5')); 131,3 (d, -
CH=CH2); 129,1 (s, C(1)); 128,4 (d, Ar); 127,6 (d, Ar); 126,9 (d, Ar(2, 6)); 124,8 (d, 
Ar); 119,9 (d, Ar); 119,3 (d, Ar (3, 5); 118,6 (t, CH=CH2); 82,0 (s, tBut); 81,7 (s, 
tBut); 67,2 (t, CH2-Fmoc); 66,1 (t, CH2-All); 51,8 (d, a-CH); 49,0 (d, a-CH); 46,9 
(d, CH-Fmoc); 37,3 (t, P-CH2); 37,2 (t, P-CH2); 27,8 (q, tBut). ESI-MS (CH30H); 
m/z 742 (M:+H+);764 (M+Na+); 780 (M+K+). 
5.3.10.3. Sintesi di 35 
0,193 mg di composto 33 (MW: 741.83; 0.26 mmol) sono sciolti in una 
soluzione anidra di CH2Clz e CF 3CQO H 1: 1 e lasciati sotto agitazione per tre ore, 
seguendo la reazione tramite TLC (AcOEt/EP 1:1). Una volta scomparso il 
reagente si porta a secco e si coevapora più volte con Et20 per eliminare le tracce 
di CF3COOH. Si ottengono 0,163 mg di diacido (MW: 629.61; 0.26 mmol) in resa 
quantitativa. Rr. O (AcOEt/EP 1:1). tH-NMR (CD30CD3, 400MHz): ò 9,56 (br s, 
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1H, NH Ar); 7,97 (d, 1H, J= 8, CONH); 7,77 (m, 8H, 2H Ar(2, 6), 6H Fmoc); 7,33 
(m, 4H, Ar(3, 5); 2H Fmoc); 7,05 (d, 1H, NH); 5,92 (m, 1H, -CH=CH2); 5,35 (dcl, 
1H, Jgem= 1; ]trans=17; -CH=Cfu); 5,18 (dd, 1H, Jgem= 1; ]cis=10; CH=CH2); 5,04 
(t, 1H, a-CH); 4,72 (t, 1H, J3= 6, a-CH); 4,63 (m, 2H, Cfu-All); 4,38 (m, 2H, CH2-
Fmoc); 4,25 (t, 1H, ]= 6, CH-Fmoc); 3,00 (m, 3H, P-CH2); 2,85 (m, 1H, J3= 6; ]2= 
17, P-CH2). 13C-NMR (CD30CD3, 270 MHz): 8 171,9 (s, COOH); 171,2 (s, 
COOH); 170,1 (s, COOAll); 166,4 (s, CONH); 144,8 (s, C(6')); 142,4 (s, C(4)); 
141,9 (s, C(5')); 133,0 (d, -CH=CH2); 129,8 (s, C(1)); 128,8 (d, Ar); 128,4 (d, Ar); 
127,8 (d, Ar(2, 6)); 120,6 (d, Ar); 119,5 (d, Ar(3, 5)); 117,7 (t, -CH=CH2); 67,2 (t, 
CH2-Fmoc); 66,0 (t, CH2-All); 53,3 (d, a-CH); 50,9 (d, a-CH); 47,8 (d, CH-Fmoc); 
36,1 (t, P-CH2). ESI-MS (CH30H); m/z 629 (M+H+); 652 (M+Na+). 
0.163 g di diacido (MW: 629.61; 0.26 mmol) sono sospesi in 4 mL di 
CH2Clz anidro e si aggiungono 0.300 g di Py-BOP® (MW: 520.39; 0.57 mmol). Si 
sciolgono 0.326 g di ammina 34 (MW: 380.48; 0.85 mmol) in 4 mL di CH2Ch 
anidro e si aggiungono alla soluzione precedente che diventa limpida. Si 
aggiungono quindi 113 µL di DIEA (MW: 129.24; 0.65 mmol) e si controlla che il 
pH sia circa 8, aggiungendo eventualmente base. Si lascia sotto agitazione a 
temperatura ambiente per 4 giorni. Una volta terminata la reazione si diluisce con 
CH2Clz e si lava tre volte con 100 mL di KHS04 5%, quindi due volte con 100 mL 
di H20, tre volte con 100 mL di NaHCQ3 5% e infine due volte con 100 mL di 
NaCl saturo. Si anidrifica su NaS04 anidro e si allontana il solvente a pressione 
ridotta. Si ottengono 0.455 g di prodotto grezzo che vengono purificati tramite 
cromatografia flash su gel di silice (eluente AcOEt/MeOH da 92/8 a 87 /13 a 
0,5% di metanolo ogni 100 mL). Si ottengono 0.152 g di prodotto 35 (MW: 1354; 
0.053 mmol) pari ad una resa del 43 %. Rr. 0,3 (AcOEt/MeOH 85/15). lH-NMR 
(CDCb, 400MHz): 8 9,70 (br s, 1H, NH Ar); 7,71 (m, 10H, 2H Ar (2, 6), 6H Fmoc, 
2H NH); 7,34 (m, 5H, 2H Ar(3, 5), 2H Fmoc, 1H NH); 6,83 (br s, 1H, OCONH); 
6,58 (br s, 1H, OCONH); 5,90 (m, 1H, -CH=CH2); 5,26 (m, 4H, 2H -CH=CH2, 
1H a-Cli 1H NH); 5,02 (m, 1H, a-CH); 4,67 (m, 2H, CH2-All); 4,45 (m, 2H, 
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CH2-Fmoc); 4,23 (t, 1H, ]= 6, CH-Fmoc); 3,6 (m, 44H, CH2-0 PEG; CH2-NHCO 
PEG); 3,27 (m, 4H, CH2-NHCOO PEG); 3,1-2,65 (m, 4H, ~-CH2); 1,42 (s, 18H, 
tBut). 13C-NMR (CDçb, 400MHz): 8 170,9 (s, C=O); 170,2 (s, C=O); 169,2 (s, 
C=O); 166,2 (s, C=O); 156,0 (s, OCONH); 143,6 (s, C(6')); 141,2 (s, C(4)); 141,0 
(s, C(5')); 131,6 (d, -CH=CH2); 129,0 (s, C(l)); 128,1 (d, Ar); 127,6 (d, Ar); 127,5 (d, 
Ar(2, 6)); 124,9 (d, Ar); 119,9 (d, Ar); 119,2 (d, Ar(3, 5)); 118,3 (t, -CH=CH2); 82,0 
(s, C tBut); 79,0 (s, C tBut); 70,4 (t, O-CH2.CH2-0 PEG); 70,3 (t, O-CH2.CH2-0 
PEG); 70,2 (t, O-CH2CH2-0 PEG); 70,1 (t, O-CH2CH2-0 PEG); 69,9 (t, O-
CH2CH2-0 PEG); 69,6 (t, NH-CH2.CH2-0 PEG) 69,4 (t, NH-CH2CH2-0 PEG); 
67,0 (t, CH2-Fmoc); 66,1 (t, CH2-All); 51,9 (d, a-CH); 49,5 (d, a-CH); 47,0 (d, CH-
Fmoc); 40,3 (t, CH2-NH PEG); 39,5 (t, CH2-NH PEG); 39,3 (t, CH2-NH PEG); 
37,9 (t, ~-CH2); 37,0 (t, ~-CH2); 28,3 (q, CH3 tBut). ESI-MS (CH3CN); m/z 678 
(M+2H+)/2; 700 (M+2Na+)/2; 1376 (M+Na+); 1392 (M+K+). 
5.3.10.4. Sintesi di 36 
O, 193 g di composto 35 (MW: 1354; 0.142 mmol) sono sciolti in una 
soluzione di dietilammina e CH2Ch 1: 1 e lasciati reagire per 30 minuti controllando 
tramite TLC (AcOEt/MeOH 8:2) la scomparsa del reagente. Quindi si porta a 
secco al rotavapor per eliminare il solvente e la dietilammina. Il grezzo viene 
purificato dal dibenzofulvene tramite filtrazione su Si02 impaccando 5 cm di silica 
con Et20 e lavando il dibenzofulvene con Et20. L'ammina libera viene quindi 
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eluita con una miscela di CH2Ch/MeOH 9:1. Si ottengono 0,140 g di ammina 
libera (MW: 1132; 0.123 mmol) con una resa dell'87%. 
Si sospendono 0,102 g di Z-Aibs-OH (MW: 832.98; 0.123 mmol) in 5 mL di 
CH2Ch anidro e si aggiungono 64 mg di Py-BOP® (MW: 520.39; 0.123 mmol). Si 
sciolgono 0.140 g di ammina libera (MW: 1132; 0.123 mmol) in 5 mL di CH2Cb 
anidro e si aggiungono alla soluzione precedente, infine di aggiungono 26 µL di 
DIEA (MW: 129.24; 0.742 mmol). Si controlla che il pH sia circa 8, eventualmente 
aggiungendo D IEA. Si lascia reagire per 4 giorni, controllando tramite TLC 
(CH2Cb/MeOH 9:1). Terminata la reazione di diluisce con 100 mL di CH2Cb e si 
lava tre volte con 100 mL di KHS04 5%, quindi due volte con 100 mL di H20, tre 
volte con 100 mL di NaHC03 5% e infine due volte con 100 mL di NaCl saturo. 
Si anidrifica su N aS04 anidro e si allontana il solvente a pressione ridotta. Il 
prodotto viene purificato tramite cromatografia flash su Si02 (eluente 
CH2Cb/MeOH in gradiente dell'l % da 100% a 87 /15). Si ottengono 170 mg di 
miscela di estere allilico 36 (MW: 1946) e acido libero 36a 20:80 (MW: 1906). Rr. 
0,6 (CH2Cb/MeOH 85/15). 1H-NMR (CDCh, 400MHz): ò 9,38 (br s, 1H, NH); 
7,89-7,51 (m, 14 H, 4H Ar, 10 NH); 7,30 (m, 6H, 5H Ph, 1H NH); 7,13 (br s, 1H, 
OCONH); 6,87 (br s, 1H, OCONH); 6,69 (br s, 1H, OCONH); 5,85 (m, 0,2H, -
CH=CH2); 5,2 (m, 4H, 0,4H -CH=Clli, 1H NI::L 1H a-ca 2H Cfu(Z)); 4,63 (m, 
1H, a-CH); 3,61 (m, 44H, CH2-0 PEG; CH2-NHCO PEG); 3,25 (br m, 4H, CH2-
NHCOO PEG); 3,11-2,68 (m, 4H, P-CH2); 1,41 (m, 66H, 18H tBut, 48H 
CH3(Aib)). 13C-NMR (CDCb, 67,8 MHz): 8 176 (s, C=O); 175 (s, C=O); 174 (s, 
C=O); 170,5 (s, C=O); 170,1 (s, C=O); 167,2 (s, C=O); 156 (s, OCONH); 142,1 
(s, C(4)); 136,7 (s, Z); 131,6 (d, -CH=CH2); 128,4 (s, C(l)); 127,9 (d, Ar); 127,6 (d, 
Ar); 119,5 (d, Ar); 118,3 (t, -CH=CH2); 79,0 (s, tBut); 70,3 (t, CH2-0 PEG); 69,9 (t, 
CH2 Z); 66,7 (t, CH2-All); 56 (s, Aib); 53,3 (d, a-CH); 50,5 (d, a-CH); 49,4 (d, a-
CH); 40,2 (t, CH2-NH PEG); 39,3 (t, CH2-NH PEG); 39,2 (t, CH2-NH PEG); 
38,1 (t, P-CH2); 28,3 (q, CH3 tBut); 26,5 (q, CH3 Aib); 23,1 (q, CH3 Aib). ESI-MS 
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(CH3CN); m/z 975 (36+2Na+)/2; ricostruzione del MW (calcolato 1946): 1949 
(M+H+). 
5.3.10.5. Sintesi cli 36a 
Si sciolgono O, 170 mg di miscela di 36 (MW: 1946) e 36a (MW: 1906) in 5 
mL di CH2Ch anidro e si aggiungono sotto flusso di Ar 10 mg di Pd(PPh3)4 (MW: 
1155; 0,0087 mmol) e 75 µL di morfolina (MW: 87.12; 0.87 mmol) e si lascia sotto 
Ar a temperatura ambiente per 5 ore. Una volta terminata la reazione si diluisce 
con CH2Ch, si lava tre volte con una soluzione di KHS04 5%, e due volte con 
H20. Il grezzo viene purificato tramite colonna cromatografica (Si02, 
CHCb/MeOH in gradiente da 100% a 87:13 a 1 % di metanolo ogni 50 mL). Si 
ottengono 133 mg di 36a (MW: 1906; 0.069 mmol) con una resa dell'80 %. Rr. 0,6 
(CH2Ch/MeOH 85:15). 1H-NMR (CDCb, 400 MHz): 8 9,38 (br s, 1H, NH Ar); 
7,99 (m, 3 H, 2H Ar (2, 6), 1H NH); 7,65 (m, 10H, 2H Ar(3, 5), 8H NH); 7,50 (br 
s, 1H, NH); 7,30 (m, 5H, Ph) ; 7,19 (br, 1H, NH); 6,6 (br, 2H, OCONH); 5,1 (m, 
4H, 1H Nli 1H a-Cli 2H CH2(Z)); 4,68 (m, 1H, a-Cli); 3,5 (m, 44 H, CH2-0 
PEG; CH2-NHCO PEG); 3,3 (br m, 4H, Cfu-NHCOO PEG); 2,8 (m, 4H, P-
Clli); 1,5 (m, 66H, 18H tBut , 48H CH3(Aib)). 13C-NMR (CDCb, 67,8 MHz): 8 
176,7 (s, C=O); 176,0 (s, C=O); 175,7 (s, C=O); 174,8 (s, C=O); 170,6 (s, C=O); 
170,4 (s, C=O); 167,2 (s, C=O); 156,2 (s, OCONH); 156,1 (s, OCONH); 142,3 (s, 
C(4)); 136,7 (s, Z); 128,5 (d, Ar); 128,1 (d, Ar); 127,9 (d, Ar); 127,6 (d, Ar(2,6)); 
119,5 (d, Ar (3, 5)); 79,1 (s, tBut); 70,7 (t, CH2-0 PEG); 70,5 (t, CH2-0 PEG); 70,4 
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(t, CH2-0 PEG); 70,2 (t, CH2-0 PEG); 69,9 (t, CH2-0 PEG); 69,8 (t, CH2-0 
PEG); 66,8 (CH2 Z); 57,1 (s, Aib); 56,9 (s, Aib); 56,8 (s, Aib); 56,5 (s, Aib); 56,4 (s, 
Aib); 51,8 (d, a-CH); 49,5 (d, a-CH); 40,3 (t, CH2-NH PEG); 39,3 (t, CH2-NH 
PEG); 38,2 (t, ~-CH2); 28,3 (q, CH3 tBut); 26,6 (q, CH3 Aib); 26,4 (q, CH3 Aib); 
23,7 (q, CH3 Aib); 23,6 (q, CH3 Aib). ESI-MS (CH3CN); m/z 967 
(M+H++Na+)/2; ricostruzione del MW (calcolato 1906): 1911 (M+H+). 
5.3.10.6. Sintesi di 37 
o 
Aib ~ 
OtBu 
O, 133 g di 36a (MW: 1906; 0.069 mmol) sono sciolti in 3 mL di CH2Cb 
anidro e si aggiungono 36 mg di Py-BOP® (MW: 520.39; 0,069 mmol). Alla 
soluzione limpida si aggiungono 53 mg di H-Aibs-OtBu (MW: 754.96; 0.069 mmol) 
e quindi 18 µL di DIEA (MW: 129.24; 0.103 mmol). Si lascia reagire per 10 giorni. 
La miscela di reazione viene quindi diluita con CHCb e lavata tre volte con 100 mL 
di KHS04 5%, quindi due volte con 100 mL di H20, tre volte con 100 mL di 
NaHC03 5% e infine due volte con 100 mL di NaCl saturo. Si anidrifica su NaS04 
anidro e si allontana il solvente a pressione ridotta. Il prodotto viene purificato 
tramite cromatografia flash su Si02 (eluente CH2Ch/MeOH in gradiente dell'l % 
da 100% a 88/12). Si ottengono 0.119 g di 37 (MW: 2644; 0.045 mmol) con una 
resa del 65%. Rc: 0,6 (CHCb/MeOH 85:15). tH-NMR (CDCb, 400 MHz): ò 9,44 
(br s, 1H, NH Ar); 8,05 (m, 4H, 2H Ar(2, 6), 2H NH); 7 ,70 (m, 12H, 2H Ar(3, 5), 
10H NH); 7,5 (m, 1H, NH); 7,30 (m, 9H, 5H Ph, 4H NH); 6,86 (br s, 1H, 
OCONH); 6,71 (br, 1H, OCONH); 6,22 (br s, 1H, OCONH); 5,08 (m, 4H, Cfu-
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Ph, a-CH, 1H NH); 4,68 (m, 1H, a-CH); 3,65 (m, 44 H, CH2-0 PEG; CH2-
NHCO PEG); 3,30 (br m, 4H, CH2-NHCOO PEG); 3,11 (m, 2H, ~-CH2); 2,84 
(m, 2H, ~-Clli); 1,53-1,19 (m, 123 H, 27H tBut e 96H CH3(Aib)). 13C-NMR 
(CDCb, 67,8 MHz): 8 176,7 (s, C=O); 176,6 (s, C=O); 176,1 (s, C=O); 176,2 (s, 
C=O); 176,0 (s, C=O); 175,8 (s, C=O); 175,7 (s, C=O); 175,65 (s, C=O); 175,6 (s, 
C=O); 175,1 (s, C=O); 174,9 (s, C=0);174,8 (s, C=O); 174,5 (s, C=O); 174,1 (s, 
C=O); 170,5 (s, C=O); 170,3 (s, C=O); 167,1 (s, C=O); 156,1 (s, OCONH); 156,0 
(s, OCONH); 142,0 (s, C(4)); 136,6 (s, Ph); 128,4 (d, Ar); 127,9 (d, Ar); 127,6 (d, 
Ar); 127,5 (d, Ar(2,6)); 119,5 (d, Ar (3, 5)); 79,7 (s, tBut); 79,0 (s, tBut); 70,4 (t, 
CH2-0 PEG); 70,3 (t, CH2-0 PEG); 70, 1 (t, CH2-0 PEG); 70,0 (t, CH2-0 PEG); 
66,9 (t, CH2 Z); 57,0 (s, Aib); 56,8 (s, Aib); 56,7 (s, Aib); 56,6 (s, Aib); 56,5 (s, Aib); 
56,45 (s, Aib); 56,4 (s, Aib); 56,3 (s, Aib); 56,1 (s, Aib); 55,9 (s, Aib); 51,8 (d, a-
CH); 49,4 (d, a-CH); 40,1 (t, CH2-NH PEG); 39,3 (t, CH2-NH PEG); 39,2 (t, 
CH2-NH PEG); 38,7 (t, CH2-NH PEG); 38,3 (t, ~-CH2); 35,3 (t, ~-CH2); 28,3 (q, 
CH3 tBut); 27,7 (q, CH3 tBut); 27,0-25,9 (br CH3 Aib); 25,4-24,5 (br, CH3 Aib); 
23,7-22,8 (br, CH3 Aib). ESI-MS (CH3CN): ricostruzione del MW: 2683 (M+K+). 
5.3.10. 7. Sintesi di 38 
Si sciolgono 110 mg di 37 (MW: 2644; 0.041 mmol) in 20 mL di metanolo, 
si aggiungono 20 mg di Pd/ C 10% e si lascia sotto H2 per 24 ore. Al termine della 
reazione si filtra il catalizzatore e si evapora il solvente, riprendendo 2 o 3 volte con 
170 
5. PARTE SPERIMENTALE 
CH3CN per eliminare il metanolo residuo. Si ottengono 97 mg di ammina libera 
(MW: 2510; 0.038 mmol). Rr. 0,4 (CHCb/MeOH 85:15). 
40 mg di 23 (MW: 398.35; 0.10 mmol) sono sciolti in CH2Cb anidro e si 
aggiungono 52 mg di Py-BOP® (MW: 520.39; 0.10 mmol). 97 mg di ammina libera 
vengono sciolti in pochi mL di CH2Cb anidro e la soluzione è aggiunta alla 
precedente. Si aggiungono infine 18 µL di DIEA (MW: 129.24; 0.10 mmol) e si 
lascia reagire per 4 giorni a temperatura ambiente controllando tramite TLC 
(CHCb/MeOH 85:15). Quindi si diluisce la miscela di reazione con 100 mL di 
CHCb si lava tre volte con 100 mL di KHS04 5%, due volte con 100 mL di H20, 
tre volte con 100 mL di NaHC03 5% e infine due volte con 100 mL di NaCl 
saturo. Si anidrifica su N aS04 anidro e si allontana il solvente a pressione ridotta. 
Il prodotto viene purificato tramite cromatografia flash su Si02 ( eluente 
CH2Cb/MeOH in gradiente dell'l % da 100% a 88/12). Si ottengono 60 mg di 
prodotto 38 (MW: 2890; 0.020 mmol) con una resa del 55%. Rr. 0,5 
(CHCb/MeOH 85:15). 1H-NMR (MeOD, 400 MHz): 8 9,51 (br s, 1H, NH Ar); 
8,11-7,86 (m, 13H, 4H Ar (PABA), 9H NH); 7,81 (d, 2H, ]=9, Ar(2, 6) fosfato); 
7,30 (m, 10H, Ph); 7,23 (d, 2H, J= 9, Ar(3-5) fosfato ); 5,16 (d, 4H, J(P-H)= 9, 
CH2-Ph); 4,91 (m, 1H, a-CH); 4,67 (m, 1H, a-CH); 3,63 (m, 44 H, CH2-0 PEG; 
CH2-NHCO); 3,20-3,00 (m, 6H, 4H CH2-NHCOO PEG, 2H ~-CH2); 2,81 (m, 
2H, ~-CH2); 1,51- 1,13 (m, 123 H, 27H tBut e 96H CH3(Aib)). (A causa della 
sovrapposizione del segnale di un a-CH con l'acqua del solvente MeOD, la sua 
assegnazione è stata possibile registrando uno spettro in CDCb: 4,88 (m, 1H, a-
CH). 13C-NMR (CDCb, 67,8 MHz): 8 176,9 (s, C=O); 176,0 (s, C=O); 175,8 (s, 
C=O); 175, 7 (s, C=O); 174,8 (s, C=O); 171,0 (s, C=O); 156,1 (s, C=O); 152,7 (s, 
Ar(4) fosfato); 142,0 (s, Ar(4) PABA); 135,0 (s, Ph); 129,6 (s, Ar(l) PABA); 128,8 
(d, Ar); 128,6 (d, Ar); 128,1 (d, Ar); 128,0 (d, Ar); 119,7 (d, Ar(3, 5) PABA); 119,6 
(d, Ar(3, 5) PABA; 119,5 (d, Ar(3, 5) fosfato); 119,3 (d, Ar(3, 5) fosfato); 79,7 (s, 
tBut); 79,0 (s, tBut); 70,8 (t, CH2-0 PEG); 70,5 (t, CH2-0 PEG); 70,3 (t, CH2-0 
PEG); 70,1 (t, CH2-0 PEG); 69,9 (t, CH2-0 PEG); 67,0 (t, CH2-Ph); 65,7 (t, CH2-
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Ph); 57,0 (s, Aib); 56,8 (s, Aib); 56,7 (s, Aib); 56,6 (s, Aib); 56,4 (s, Aib); 56,2 (s, 
Aib); 50,2 (d, a-CH); 49,7 (d, a-CH); 40,3 (t, CH2-NH PEG); 40,1 (t, CH2-NH 
PEG); 39,5 (t, CH2-NH PEG); 38,2 (t, CH2-NH PEG); 35,6 (t, ~-CH2); 35,3 (t, ~­
CH2); 28,3 (q, CH3 tBut); 27,7 (q, CH3 tBut); 27,0-25,9 (br CH3 Aib); 25,4-24,5 (br, 
CH3 Aib); 23,7-22,8 (br, CH3 Aib). 
5.3.10.8. Sintesi del dimero 5 
60 mg di 38 vengono sciolti in 6 mL di CH2Cb anidro /TF A 1: 1 e lasciati 
reagire a temperatura ambiente per 18 ore. Al termine della reazione si evapora il 
solvente e il residuo viene coevaporato più volte con Et20 per eliminare il TFA 
residuo. Si ottengono 53 mg di 5 (MW: 2453) come sale di trifluoroacetato in resa 
quantitativa. Rc: O (CH2Cb/MeOH 85:15). tH-NMR (MeOD, 400 MHz): 8 9,50 (s, 
1H, NH); 8,10 (m, 1H, NH); 8,05 (m, 1H, NH); 8,00 (m, 5H, 2H Ar, 3H NH); 7,90 
(m, 4H, 2H Ar, 2H NH); 7,80 (d, 2H, J= 9, Ar); 7,29 (d, 2H, J= 8, Ar (3, 5) 
fosfato); 4,91 (m, 1H, a-Cli coperto dall'H20 del MeOD); 4,56 (dcl, 1H, a-CH); 
3,61 (m, 44H, CH20 PEG, CH2NHCO PEG); 3,29-3,01 (m, 6H, 4H CH2NH2 
PEG, 2H ~-CH2); 2,84 (m, 2H, ~-Cfu); 1,54-1,26 (m, 96H, CH3 Aib). 13C-NMR 
(CDCb, 67,8 MHz): 8 178, 2 (s, C=O); 178,0 (s, C=O); 177,7 (s, C=O); 177,6 (s, 
C=O); 177,5 (s, C=O); 177,3 (s, C=O); 177,0 (s, C=O); 176,9 (s, C=O); 172,2 (s, 
C=O); 169,3 (s, C=O); 169,2 (s, C=O); 143,4 (s, Ar(4) PABA); 130,1 (d, Ar); 129,4 
(d, Ar); 129,3 (d, Ar); 129,2 (d, Ar); 121,0 (d, Ar (3, 5) PABA); 120,9 (d, Ar (3,5) 
fosfato); 120,8 (d, Ar (3, 5) fosfato); 71,6 (t, O-CH2CH2-0 PEG); 71,4 (t, O-
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CH2CH2-0 PEG); 71,3 (t, O-CH2.C.H2-0 PEG); 71,2 (t, O-CH2.CH2-0 PEG); 71,1 
(t, O-CH2CH2-0 PEG); 70,9 (t, O-CH2CH2-0 PEG); 70,8 (t, O-CH2CH2-0 
PEG); 70,7 (t, O-CH2CH2-0 PEG); 68,3 (t, O-CH2CH2-NH3+ PEG); 67,9 (t, O-
CH2CH2-NH3+ PEG); 58,0 (s, Aib); 57,8 (s, Aib); 57,7 (s, Aib); 57,6 (s, Aib); 49,0 
(d, a-CH coperti dal MeOD); 40,6 (t, CH2-N PEG); 40,5 (t, CH2-N PEG); 40,3 (t, 
CH2-N PEG); 39,2 (t, CH2-N PEG); 36,0 (t, ~-CH2); 26,7-24,1 (q, Aib). ESI-MS 
(N.leOH); m/z 413 (N.l+Na++5H+)/6; 429 (N.1+5Na++H+)/6; 819 (N.1+3H+)/3; 
ricostruzione del MW (calcolato: 2453): 2456 (N.l+H+); 2475 (N.l++Na+); 2570 
(N.l++CF3CQOH). 
5.3.11. N 1-(Z-AIBg)-N17-ACETIL-1,17-DIAMMIN0-(3,6,9,12,15)-
PENTAOXA-EPTADECANO (7) 
z, . Jtr /'... \/'... J~Y 
l\1b8 \"' "oT~ '-.../ 
5 
o 
312 mg di 6 (MW: 1095.33; 0.28 mmol) vengono sciolti in 1 mL di CH2Cb 
assieme a 0.047 mL di NEt3 (MW: 101.19; 0.34 mmol) e si aggiunge 1 mL di 
anidride acetica. La soluzione viene agitata a temperatura ambiente per una notte. 
Al termine della reazione, il solvente viene rimosso a pressione ridotta e il residuo 
ripreso con 1 O mL di CH2Cb; la fase organica viene lavata con KHSQ4 5 % (2 x 5 
mL), H20 (1 x 5 mL), NaHCQ3 5 % (2 x 5 mL), H20 (1 x 5 mL), NaCl saturo (1 x 
5 mL), anidrificata su Na2S04 anidro ed il solvente viene rimosso a pressione 
ridotta. Si ottengono 273 mg di 7 (MW: 1137.37; 0.24 mmol) con una resa dell'86 
%. 1H-NMR (CDCb, 270 MHz): ù 7.67 (br, 4H, NH); 7.52 (br, 2H, NH); 7.40 (br, 
1H, NH); 7.35 (m, SH, Ph-H); 6.80 (br, 1H, NH); 6.24 (br, 1H, NH); 5.11 (s, 2H, 
Ph-CH2); 3.80 - 3.30 (m, 24H, 4H CH2NH, 20H CH20), 1.97 (s, 3H, CH3CO); 
173 
5. PARTE SPERIMENTALE 
1.60 - 1.20 (m, 48H, CH3 Aib). ESI-MS (CH30H); m/z 1154.8 (M+NH4+), 
1159.9 (M+Na+), 1175.8 (M+K+), 591.4 (M+2Na+)/2. 
5.3.12. N 1-(4'-(BIS-BENZILOSSI-FOSFORILOSSI)-BENZOIL-AIB8)-N
17
-
ACETIL-1,17-DIAMMIN0-3,6,9,12,15-PENTAOXA-EPTADECANO (8) 
d o H0~H ... N N filb o Bno, //o 8 s Y ~ o Bnd O 
240 mg di 7 (MW: 1137.37; 0.21 mmol) vengono sciolti in metanolo e il 
gruppo Z viene rimosso nelle usuali condizioni di idrogeno lisi (H2, Pd/ C 5%) in 
una notte. Si ottengono 155 mg di prodotto deprotetto (MW: 1003.23; 0.15 mmol) 
con una resa del 7 3 %, che vengono sciolti in 5 mL di CH2Cb e aggiunti ad una 
soluzione contenente 80 mg di 23 (MW: 398.35; 0.20 mmol) e 105 mg di Py-
BOP® (MW: 520.39; 0.20 mmol) sciolti nel minimo volume di CH2Cb. Si 
aggiungono 0.070 mL di DIEA (MW: 129.24; 0.40 mmol) e si lascia sotto 
agitazione a temperatura ambiente per 3 giorni. Dopo eliminazione del solvente a 
pressione ridotta, il grezzo viene ripreso con 20 mL di CH2Cb, la fase organica 
viene lavata con KHSQ4 5% (2 x 10 mL), H20 (1x10 mL), NaHC03 5% (2 x 10 
mL), H10 (1 x 10 mL), NaCl saturo (1 x 10 mL) e anidrificata su Na2S04 anidro. Il 
solvente viene rimosso a pressione ridotta ed il residuo purificato mediante 
cromatografia flash su colonna (Si02, 2 cm, CHCb/CH30H, gradiente 1 % da 
100 % CHCb a 86/14). Si ottengono 180 mg di 8 (MW: 1383.56; 0.13 mmol) pari 
ad una resa dell'84 %. tH-NMR (CDCb; 400 MHz): 8 7.90 - 7.60 (m, 7H, 2H Ar-
H, 5H NH); 7.55 - 7.20 (m, 15H, 2H Ar-H, 10H Ph-H, 3H NH); 6.96 (br, 1H, 
NH); 6.59 (br, 1H, NH); 5.13 (s, 2H, CH2); 5.10 (s, 2H, CH2); 3.70 - 3.20 (m, 24H, 
4H CH2NH, 20H CH20), 1.96 (s, 3H, CH3CO); 1.70 - 1.20 (m, 48H, CH3 Aib). 
13C-NMR (CDCb, 67,8 MHz) 8 175.93, 174.90, 174.52, 135.18, 129.95, 129.46, 
128.84, 128.68, 128.07' 120.15, 94.59, 70.47, 70.20, 69.84, 69.60, 56.80, 56.60, 
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39.30, 24.90, 24.60, 24.33, 23.17. ESI-MS (CH3QH); m/z 1400.9 (M+NH4+), 
1406.0 (M+Na+), 1421.9 (M+K+), 714.5 (M+2Na+)/2, 712.1 (M+NH4++Na+)/2, 
722.9 (M+Na++K+)/2. 
5.3.13. N 1-(4'-FOSFONOSSI-BENZOIL-AIB8)-N
17-ACETIL-1,17-DIAMMIN0-
3,6,9,12,15-PENTAOXA-EPTADECANO (9) 
100 mg di 8 (MW: 1383.56; 0.072 mmol) vengono sciolti in 3 mL di una 
miscela 1: 1 di CH2Ch/TF A. La soluzione viene lasciata sotto agitazione a 
temperatura ambiente per una notte. In seguito il solvente viene rimosso a 
pressione ridotta ed il residuo coevaporato più volte con Et20. Si ottengono 87 mg 
di 9 (MW: 1203.32; 0.072 mmol) pari ad una resa quantitativa. 1H-NMR (CDCb; 
400 MHz): 8 7.86 - 7.69 (m, 8H, 2H Ar-H, 6H NH); 7.48 (br, 1H, NH); 7.40 - 7.15 
(m, 5H, 2H Ar-H, 3H NH); 3.70 - 3.30 (m, 24H, 4H CH2NH, 20H CH20), 1.94 
(s, 3H, CH3CO); 1.70 - 1.20 (m, 48H, CH3 Aib). ESI-MS (CH3QH); m/z 1221.6 
(M+NH4+), 1226.5 (M+Na+), 1242.7 (M+K+). 
5.3.14. N 1-PALMITOIL-1,17-DIAMMIN0-3,6,9,12,15-PENTAOXA-
EPTADECANO (10) 
5.3.14.1. N 1-tertbutossicarbonil-Nt7_palmitoil-1,17-diammino-3,6,9,12,15-
pentaoxa-eptadecano 
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67 mg di acido palmitico (MW: 256.42; 0.26 mmol), 55 mg di EDC (MW: 
191.70, 0.29 mmol) e 36 mg di HOBt (MW: 135.13; 0.26 mmol) vengono sciolti in 
2 mL di CH2Ch anidro, sotto agitazione e a temperatura ambiente. Dopo 5 minuti 
si aggiungono 100 mg di ammina 34 sciolti in 1 mL di CH2Ch anidro e 58 µL di 
NMM (MW: 101.15; 0.52 mmol) e si lascia agitare a temperatura ambiente per una 
notte. In seguito si aggiungono 50 mL di CH2Ch che vengono lavati con una 
soluzione al 5% di KHSQ4 (3 x 30 mL), con NaCl saturo (1 x 30 mL) e seccati su 
N azSQ4 anidro; il solvente viene distillato a pressione ridotta, ottenendo il 
composto NLtertbutossicarbonil-N17_palmitoil-1,17-diammino-3,6,9,12,15-
pentaoxa-eptadecano come un olio incolore (MW: 618.89, 153 mg), con una resa 
del 94%. Rr. 0.7 (CH2Cb/MeOH 90:10). lH-NMR (CDCb, 400 MHz): 8 6.14 (br, 
1H, NH); 5.07 (br, 1H, NH); 3.70 - 3.50 (m, 20H, CH20); 3.45 (m, 2H, NH-CH2); 
3.30 (m, 2H, CH2-NH-Boc); 2.17 (t, 2H, CH2-CO); 1.62 (m, 2H, CH2-CH2-CO); 
1.30 - 1.10 (m, 33H, 24H CH2, 9H C(CH3)3); 0.88 (t, 3H, CH3-CH2). 13C-NMR 
(CDCb, 67,8 MHz): 8 173.30, 155.99, 79.14, 70.53, 70.50, 70.17, 69.96, 50.64, 
42.67, 40.33, 39.09, 36.69, 33.70, 31.88, 30.89, 29.64, 29.49, 29.32, 29.11, 28.39, 
25.73, 22.64, 14.08. ESI-MS (CH3QH); m/z 619.9 (M+H+), 641.9 (M+Na+), 658.0 
(M+K+). 
5 .3.14.2. N 1-palmi toil-1,17-diammino-3,6,9 ,12,15-pentaoxa-eptadecano (10) 
100 mg di NLtertbutossicarbonil-N17_palmitoil-1,17-diammino-3,6,9,12,15-
pentaoxa-eptadecano (MW: 618.89; 0.16 mmol) vengono sciolti in 3 mL di una 
miscela 1: 1 di CH2Cb/TF A. La soluzione viene lasciata sotto agitazione a 
temperatura ambiente per una notte. In seguito il solvente viene rimosso a 
pressione ridotta ed il residuo coevaporato più volte con Et20. Si ottengono 102 
mg di 10 (MW: 632.79; 0.16 mmol) come sale di trifluoroacetato pari ad una resa 
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quantitativa. 1H-NMR (CDCh, 400 MHz): ò 6.44 (br, 1H, NH); 3.70 - 3.50 (m, 
20H, CH20); 3.45 (m, 2H, CO-NH-CH2); 2.87 (m, 2H, CH2-NH2); 2.17 (t, 2H, 
Cfu-CO); 1.61 (m, 2H, CH2-CH2-CO); 1.40 - 1.1 O (m, 24H Cfu); 0.87 (t, 3H, 
CH3-CH2). 13C-NMR (CDCh, 67,8 MHz): ò 176.42, 70.52, 70.39, 70.13, 70.00, 
69.88, 69.74, 69.50, 69.19, 66.96, 50.58, 40.09, 39.49, 39.14, 36.29, 35.93, 31.86, 
29.62, 29.43, 29.30, 29.23, 29.12, 25.90, 22.64, 14.05. ESI-MS (CH30H); m/z 
519.2 (M+H+), 533.4 (M+NH4+), 545.4 (M+Na+). 
5.4. ESPERIMENTI DI PERMEAZIONE DI IONI NA+ 
In un pallone da 10 mL, due soluzioni cloroformiche di PC (150 µL, 100 
mg/ mL, 20 µmol) e PG ( 40 µL, 20 mg/ mL, 1 µmol) sono state mescolate assieme 
ad un'aliquota di una soluzione metanolica di ionoforo tale da ottenere il rapporto 
molionoforo/ mohipide desiderato. Ruotando il pallone, il solvente organico è stato 
rimosso utilizzando un flusso di Ar, in modo da ottenere un film sottile (cake) di 
PC/PG (95/5, mol/mol) e, in seguito, il film è stato ulteriormente seccato a 
pressione ridotta (25 °C, 3 h, <0.2 Torr). 1.0 mL di una soluzione di LiCl (100 mM 
in H20 /D20, 90/1 O) è stato aggiunto al cake lipidico e questo è stato fatto 
rigonfiare, ruotando il pallone in un bagno termostatato a 40 °C per 30 minuti. La 
dispersione lipidica è stata sottoposta a cinque cicli di freeze/ thaw (-196 °C / 40 °C) 
e infine estrusa 1 O volte. 
La soluzione dello shijì reagent è stata preparata mescolando assieme: 
=> 100 µL di una soluzione acquosa di DyCh ·6H20, 40 mM; 
=> 100 µL di una soluzione acquosa di N asP3010, 120 mM; 
=> 100 µL di una soluzione di N a Cl, 400 mM; 
=> 100 µL di D20; 
=> 600 µL di acqua bidistillata e deionizzata. 
In un tubo NMR da 5 mm sono state mescolate assieme un'aliquota da 350 
µL della dispersione lipidica e una da 350 µL dello shijì reagente sono stati registrati 
gli spettri NMR in maniera continua nell'arco di una notte, sullo spettrometro Jeol 
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GX-400 (400 MHz) oppure sul Jeol GX-270 (270 MHz), entrambi termostatati a 
30 °C. In genere sono stati raccolti 14 spettri da un'ora di accumuli ciascuno 
oppure 28 spettri da mezz'ora di accumuli ciascuno. In queste condizioni, il segnale 
dello ione Na+ all'interno del compartimento vescicolare (Na+in) è risultato 
spostato a campi bassi di circa 11 ppm rispetto al segnale dello ione N a+ esterno ai 
liposomi (Na+ out)· Le aree dei segnali sono state calcolate utilizzando il programma 
JEOL Delta. Le costanti cinetiche di pseudo-1 ° ordine sono state ottenute dalla 
regressione non-lineare dei dati cinetici (aree Na+in vs tempo) e l'errore sulle 
costanti è stato sempre inferiore all'1 %. 
5.5. ESPERIMENTI DI PERMEAZIONE DI IONI H+ 
5.5.1. MEMBRANE IN FASE FLUIDA 
In un pallone da 1 O mL sono state mescolate due soluzioni cloro formiche di 
PC (100 µL, 100 mg/mL, 13.16 µmol) e PG (25 µL, 20 mg/mL, 0.65 µmol). 
Ruotando il pallone, il solvente organico è stato rimosso utilizzando un flusso di 
Ar, in modo da ottenere un film sottile (cake) di PC/PG (95/5, mol/mol) e, in 
seguito, il film è stato ulteriormente seccato a pressione ridotta (25 °C, 3 h, <0.2 
Torr). 1.0 mL di una soluzione tampone (25 mM HEPES, 100 mM NaCl, 0.1 mM 
piranina, pH 7) è stato aggiunto al cake lipidico e questo è stato fatto rigonfiare, 
ruotando il pallone in un bagno termostatato a 40 °C per 30 minuti. La dispersione 
lipidica è stata sottoposta a cinque cicli di freeze / thaw, congelando cioè la miscela in 
azoto liquido (-196 °C) e sciogliendola poi nel bagno termostatato a 40 °C, e infine 
estrusa 1 O volte. La piranina non intrappolata è stata in seguito rimossa mediante 
gel-filtrazione utilizzando una colonna pre-impaccata di Sephadex™ G-25 (PD-10, 
Amersham Biosciences), pre-equilibrata con un tampone (25 mM HEPES, 100 
mM NaCl, pH 7), utilizzato anche per l'eluizione. Il volume eluito e la conseguente 
diluizione della dispersione liposomiale sono state stimate per pesata, assumendo 
densità unitaria per la dispersione stessa. Un'aliquota della dispersione (pari a 0.518 
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µmol di lipide) è stata trasferita in una celletta di quarzo per spettrofluorimetria e 
successivamente diluita fino a un volume finale di 3040 µL con il precedente 
tampone, in modo da ottenere una concentrazione finale di lipide di 0.17 mM. Alla 
dispersione è stata aggiunta un'aliquota di soluzione metanolica di ionoforo tale da 
ottenere il rapporto mohonoforo/ mollipide desiderato (volume massimo 30 µL) e la 
miscela è stata incubata a temperatura ambiente per 30 minuti. La celletta è stata 
posta in uno spettrofluorimetro per eseguire misure di cinetica; gli esperimenti 
sono stati condotti a 25 °C, le lunghezze d'onda di eccitazione ed emissione sono 
state impostate a 460 e 511 nm, rispettivamente, mentre le fenditure di eccitazione 
e di emissione sono state entrambe impostate a 5 nm. Dopo aver registrato, per 
200 secondi, la costanza dell'emissione di fluorescenza iniziale, è stato stabilito un 
gradiente di pH di 0.6 unità, tra l'interno e l'esterno dei liposomi, mediante 
iniezione di 50 µL di una soluzione di NaOH 0.5 M. La fluorescenza è stata quindi 
registrata per altri 1200 secondi, prima del completo annullamento del gradiente di 
pH, ottenuto attraverso l'aggiunta di 40 µL di una soluzione acquosa al 5 % (v /v) 
di Triton® X-100. La registrazione della fluorescenza è stata quindi continuata per 
altri 200 secondi, dopo l'ultima aggiunta. Le costanti cinetiche di pseudo-1° ordine 
sono state ottenute dalla regressione non-lineare dei dati cinetici (intensità di 
fluorescenza vs tempo) e l'errore sulle costanti è stato sempre inferiore all'1 %. 
5.5.2. MEMBRANE IN FASE GEL 
In un pallone da 10 mL è stata versata una soluzione cloroformica di DPPC 
(500 µL, 20 mg/mL, 13.6µmol). Questa è stata trattata come descritto nella 
Sezione 5.5.1, con la differenza che le operazioni di swelling, thawing ed estrusione 
sono state condotte a 50 °C. Le cinetiche di permeazione del protone sono state 
condotte sia a 25 che a 50 °C. 
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5.6. DETERMINAZIONE DEL GRADO DI RIPARTIZIONE 
Metodo A. In un pallone da 1 O mL, due soluzioni cloro formiche di PC (150 
µL, 100 mg/ mL, 20 µmol) e PG ( 40 µL, 20 mg/ mL, 1 µmol) sono state mescolate 
assieme ad un'aliquota di una soluzione metanolica di ionoforo tale da ottenere un 
rapporto molionoforo/ mohipide pari all'1 %. Ruotando il pallone, il solvente organico è 
stato rimosso utilizzando un flusso di Ar, in modo da ottenere un film sottile (cake) 
di PC/PG (95/5, mol/mol) e, in seguito, il film è stato ulteriormente seccato a 
pressione ridotta (25 °C, 3 h, <0.2 Torr). Il cake è stato idratato con 1 mL di una 
soluzione di Li Cl 100 mM e sottoposto a estrusione come descritto nella Sezione 
5.4. Per la misura di ripartizione sono stati prelevati 550 µL della dispersione di 
liposomi e diluiti con 1000 µL di Li Cl 100 mM; 1000 µL di essa sono stati 
ultrafiltrati su filtri Millipore Ultrafree®-CL (30 minuti, 20°C, 4250 giri/ min). Dai 
550 µL rimasti e non ultrafiltrati, sono stati prelevati 100 µL che sono stati diluiti 
in celletta di plastica per spettrofluorimetria con 400 µL di Li Cl 100 mM, 2000 µL 
di tampone borato 100 mM, pH 9, 150 µL di Triton® X-100 5 % v/v e 100 µL di 
una soluzione di 1 O mM di Fluram® in acetone. La stessa operazione è stata 
ripetuta per 100 µL di campione ultrafiltrato. È stato registrato lo spettro di 
emissione tra 430 e 530 nm, eccitando a 390 nm, con fenditure di eccitazione e di 
emissione impostate a 7 nm e se necessario sono stati utilizzati un filtro 
polarizzante verticale in eccitazione e uno orizzontale in emissione. La misura è 
stata ripetuta cinque volte e il valore d'intensità medio a 486 nm è stato correlato 
con la concentrazione di ionoforo utilizzando una retta di taratura. 
Metodo B. I liposomi sono stati preparati e ultrafiltrati secondo il Metodo 
A. La soluzione ultrafiltrata e quella non filtrata sono state diluite con un volume 
noto di metanolo e analizzate tramite spettroscopia UV-VIS, registrando lo spettro 
tra 200 e 250 nm e utilizzando una retta di taratura. 
Metodo C. In un pallone da 1 O mL sono state mescolate due soluzioni 
cloroformiche di PC (300 µL, 100 mg/mL, 39.5 µmol) e PG (80 µL, 20 mg/mL, 2 
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µmol). Ruotando il pallone, il solvente organico è stato rimosso utilizzando un 
flusso di Ar, in modo da ottenere un film sottile (cake) di PC/PG (95/5, mol/mol) 
e, in seguito, il film è stato ulteriormente seccato a pressione ridotta (25 °C, 3 h, 
<0.2 Torr). Il cake è stato idratato con 2 mL di una soluzione di LiCl 100 mM e 
sottoposto a estrusione come descritto nella Sezione 5.4. Per ogni misura di 
ripartizione sono stati prelevati 550 µL della dispersione di liposomi, diluiti con 
1000 µL di Li Cl 100 mM e addizionati dell'1 % in moli di ionoforo in soluzione 
metanolica. La dispersione è stata incubata per mezz'ora per favorire la ripartizione 
dello ionoforo nei liposomi, quindi 1 mL di essa è stato ultrafiltrato su filtri 
Millipore Ultrafree®-CL (30 minuti, 20°C, 4250 giri/min). La soluzione ultrafiltrata 
e quella non filtrata sono state diluite con un volume noto di metanolo e analizzate 
tramite spettroscopia UV-VIS, registrando lo spettro tra 200 e 300 nm e 
utilizzando una retta di taratura. 
5. 7. DETERMINAZIONE DI PROPRIETÀ FUSOGENICHE 
Dispersione A. In un pallone da 1 O mL, due soluzioni cloro formiche di PC 
(100 µL, 100 mg/mL, 13.16 µmol) e PG (25 µL, 20 mg/mL, 0.65 µmol) sono state 
mescolate assieme ad una soluzione di NBD-PE in CH2Ch (1.30 mL, 1.06 · 10-4 M, 
1 % molNBD-PE/mollipide). Ruotando il pallone, il solvente organico è stato rimosso 
utilizzando un flusso di Ar, in modo da ottenere un film sottile (cake) di PC/PG 
(9 5 I 5, mol/ mol) e, in seguito, il film è stato ulteriormente seccato a pressione 
ridotta (25 °C, 3 h, <0.2 Torr). Il cake è stato idratato con 1 mL di una soluzione 
tampone (25 mM HEPES, 100 mM N a Cl, pH 7) e sottoposto a estrusione come 
descritto nella Sezione 5.4. 
Dispersione B. In un pallone da 10 mL, due soluzioni cloroformiche di PC 
(100 µL, 100 mg/mL, 13.16 µmol) e PG (25 µL, 20 mg/mL, 0.65 µmol) sono state 
mescolate assieme ad una soluzione di Rh-PE in CH2Ch (2.03 mL, 6.81·10-5 M, 1 
% molRh-PE/ mofopide). Il cake è stato trattato come nel caso della Dispersione A. 
181 
5. PARTE SPERIMENTALE 
Controlli negativi. In una celletta di quarzo per spettrofluorimetria, 20 µL 
della dispersione A sono stati diluiti con 3020 µL di tampone e si è registrato lo 
spettro di emissione tra 500 e 650 nm, eccitando a 463 nm, con fenditure di 
eccitazione e di emissione impostate a 5 nm e utilizzando un filtro polarizzante 
verticale in eccitazione e uno orizzontale in emissione. Similmente, 20 µL della 
dispersione B sono stati diluiti con 3020 µL di tampone e si è registrato lo spettro 
di emissione tra 570 e 650 nm, eccitando a 560 nm, con fenditure di eccitazione e 
di emissione impostate a 5 nm e utilizzando un filtro polarizzante verticale in 
eccitazione e uno orizzontale in emissione. 
Determinazione della capacità di fusione. In una celletta di quarzo per 
.spettrofluorimetria, 20 µL della dispersione A sono stati mescolati con 20 µL della 
dispersione B e quindi diluiti con 3000 µL di tampone; ad intervalli di 15 minuti 
sono stati registrati 3 spettri di emissione tra 500 e 650 nm, eccitando a 463 nm, 
con fenditure di eccitazione e di emissione impostate a 5 nm e utilizzando un filtro 
polarizzante verticale in eccitazione e uno orizzontale in emissione. In seguito è 
stata aggiunta un'aliquota di soluzione metanolica di ionoforo pari all'1 % 
(mohonoforo / moliipide) e sono stati registrati 15 spettri di emissione ad intervalli di 3 
minuti. Infine è stata aggiunta un'ulteriore aliquota di soluzione di ionoforo 
(concentrazione finale pari al 2 % ) e sono stati nuovamente registrati 15 spettri di 
emissione ad intervalli di 3 minuti. 
5.8. DETERMINAZIONE DI PROPRIETÀ LITICHE 
In un pallone da 10 mL sono state mescolate due soluzioni cloroformiche di 
PC (72 µL, 100 mg/mL, 9.5 µmol) e PG (19 µL, 20 mg/mL, 0.5 µmol). Ruotando 
il pallone, il solvente organico è stato rimosso utilizzando un flusso di Ar, in modo 
da ottenere un film sottile (cake) di PC/PG (95/5, mol/mol) e, in seguito, il film è 
stato ulteriormente seccato a pressione ridotta (25 °C, 3 h, <0.2 Torr). 2.0 mL di 
una soluzione tampone (1 mM HEPES, 50 mM calceina, pH 7.4) sono stati 
aggiunti al cake lipidico e questo è stato fatto rigonfiare, ruotando il pallone in un 
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bagno termostatato a 40 °C per 30 minuti. La dispersione lipidica è stata sottoposta 
a cinque cicli di freeze/ thaw, congelando cioè la miscela in azoto liquido (-196 °C) e 
sciogliendola poi nel bagno termostatato a 40 °C, e infine estrusa 1 O volte. La 
calceina non intrappolata è stata in seguito rimossa mediante gel-filtrazione 
utilizzando una colonna di Sephadex ™ G-7 5 (0 1 x 25 cm) (Amersham 
Biosciences ), pre-equilibrata con un tampone (1 mM HEPES, 150 mM N a Cl, pH 
7.4), utilizzato anche per l'eluizione. Il volume eluito e la conseguente diluizione 
della dispersione liposomiale sono state stimate per pesata, assumendo densità 
unitaria per la dispersione stessa. In una celletta di quarzo per spettrofluorimetria, 
un'aliquota della dispersione è stata diluita a 2200 µL con il precedente tampone, in 
modo da ottenere una concentrazione finale di lipide di 0.1 mM. La celletta è stata 
posta in uno spettrofluorimetro; gli esperimenti sono stati condotti a 25 °C, le 
lunghezze d'onda di eccitazione ed emissione sono state impostate a 490 e 520 nm, 
rispettivamente, le fenditure di eccitazione e di emissione sono state entrambe 
impostate a 2.5 nm e sono stati utilizzati un filtro polarizzante verticale per 
l'eccitazione e uno orizzontale per l'emissione. La fluorescenza è stata registrata per 
un tempo totale di 2000 secondi: dopo aver controllato, per 200 secondi, la 
costanza dell'emissione di fluorescenza iniziale, sono stati aggiunti 1 O µL di una 
soluzione metanolica di ionoforo (rapporto finale pari all'1 % mohonoforo/ mollipide) 
(tempo to); al tempo to + 400 s, sono stati aggiunti altri 10 µL di soluzione di 
ionoforo (rapporto finale pari al 2% mohonoforo/ mollipide), altri 1 O al tempo to + 800 
s (rapporto finale pari al 3% mohonoforo/mol!ipide) e altri 20 al tempo to + 1200 
(rapporto finale pari al 5% molionoforo/ mol!ipide). Al tempo to + 1600 s, è stata 
provocata la lisi dei liposomi mediante aggiunta di 40 µL di una soluzione acquosa 
al 5 % (v/v) di Triton® X-100. 
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5.9. SAGGI IN VITRO 
5.9.1. INIBIZIONE DELLA CRESCITA DI COLTURE BATTERICHE E 
FUNGINE 
5.9.1.1. Terreni di coltura e soluzioni 
Terreno Mueller-Hinton (MH). Il brodo Mueller-Hinton è stato 
preparato sciogliendo 21 g di terreno disidratato (DIFCO) in 1 L di acqua 
bidistillata e deionizzata. Per il MH solido alle stesse quantità sono stati aggiunti 15 
g di agar tecnico (DIFCO). Il terreno è stato sterilizzato in autoclave. Il brodo MH 
può essere conservato a temperatura ambiente, mentre le piastre di terreno solido 
vengono mantenute a 4 °C. 
Terreno Trypticase Soy Broth. Il terreno liquido Trypticase Soy Broth 
(TSB) è stato preparato sciogliendo 30 g di terreno disidratato (ACUMEDIA) in 1 
L di tampone fosfato 10 mM, pH 7.4, sterilizzato in autoclave e conservato a 
. temperatura ambiente. 
Terreno RPMI-1640. Il terreno è stato preparato sciogliendo 10.4 g di 
RPMI-1640-MEDIUM (con L-glutammina e senza bicarbonato di sodio, SIGMA) 
in 800 mL di acqua bidistillata e deionizzata; la soluzione è stata portata a pH 7 con 
acido 3-[N-morfolino]-propan-sulfonico (MOPS) 0.165 M e diluita con acqua 
bidistillata e deionizzata fino a un volume finale di 1 L. Il terreno è stato sterilizzato 
per filtrazione (filtri con pori 0.22 µm) e conservato a 4°C. 
Terreno Sabouraud. Il terreno liquido è stato preparato sciogliendo in 1 L 
di acqua bidistillata e deionizzata 10 g di peptone micologico (OXOID) e 40 g di 
destrosio (OXOID). Per il Sabouraud solido alle stesse quantità sono stati aggiunti 
15 g di agar tecnico n° 3 (OXOID). Il terreno è stato sterilizzato in autoclave. Il 
Sabouraud liquido può essere conservato a temperatura ambiente, mentre le piastre 
di Sabouraud solido vengono mantenute a 4 °C. 
Soluzione fisiologica tamponata. La soluzione fisiologica tamponata è 
stata preparata sciogliendo in 1 L di acqua bidistillata e deionizzata 1.2 g di 
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Na2HPQ4 (BAKER), 0.22 g di NaH2P04 · H20 (BAKER) e 8.5 g di NaCl 
(BAKER). La soluzione è stata sterilizzata in autoclave e conservata a temperatura 
ambiente. 
5.9.1.2. Colture di cellule fungine 
Semina su terreno solido. I funghi lievitiformi (es. Candida e Cryptococcus) 
sono stati seminati su capsule Petti contenenti terreno Sabouraud solido ed 
incubati a 30°C per 48 ore (tempo necessario alla formazione di colonie visibili). Le 
colture così ottenute possono essere conservate per qualche settimana a 4 °C. 
Sospensioni cellulari. Le sospensioni fungine sono state preparate 
stemperando in 5 mL di soluzione fisiologica tamponata sterile 4 o 5 colonie di 
circa 1 mm di diametro, prelevate con ansa sterile dall'isolamento su piastra dopo 
48 ore di incubazione a 30°C. 
Curve di crescita fungina. L'assorbanza di una sospensione di ciascuno 
dei ceppi fungini utilizzati è stata misurata allo spettrofotometro a 600 nm. Le 
letture così ricavate sono state messe in relazione con il numero di unità formanti 
colonie per mL (CFU / mL) ottenuto dopo semina su piastra di opportune 
diluizioni (da 10-2 a 1 O-S) delle stesse sospensioni. Sulla base della curva così 
ottenuta è quindi possibile ricavare per ogni ceppo, dopo lettura dell' assorbanza a 
600 nm, il numero di CFU per mL per ogni nuova sospensione, che viene poi 
diluita in terreno in modo da ottenere la concentrazione appropriata per il saggio. 
5.9.1.3. Colture di cellule batteriche 
Isolamento su terreno solido. Le cellule batteriche sono state strisciate 
con ansa sterile su capsule Petti contenenti M.H. solido e incubate a 37°C overnight, 
per permettere la formazione di colonie visibili. Gli isolamenti così ottenuti 
possono essere conservati per qualche settimana a 4 °C. 
Preparazione delle sospensioni batteriche. Le sospensioni cellulari sono 
state preparate stemperando in 5 mL di brodo MH sterile alcune colonie prelevate 
con ansa sterile dall'isolamento su piastra, e incubando overnight a 3 7°C. 
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Curve di crescita batterica. A 15 mL di brodo MH sterile sono stati 
aggiunti 300 µL di coltura batterica overnight; il tutto è stato incubato a 3 7°C in 
bagno termostatato per circa 2 ore, in modo da ottenere i batteri in fase di crescita 
logaritmica. In tale fase è possibile correlare la densità ottica a 600 nm, letta allo 
spettrofotometro, con la concentrazione cellulare. Per ricavare questa 
concentrazione si seminano su piastra opportune diluizioni della sospensione 
batterica e, dopo incubazione overnight a 3 7°C, si procede al conteggio delle colonie 
formate. Sulla base di tali valori è possibile ricavare per ogni ceppo, dopo lettura a 
600 nm della densità ottica, il numero di unità formanti colonie per mL (CPU/ mL) 
di una nuova sospensione, che sarà poi diluita per ottenere la concentrazione 
appropriata al saggio da svolgere. 
5.9.1.4. Determinazione della Minima Concentrazione Inibente (MIC) 
Per determinare la Minima Concentrazione Inibente (MIC), corrispondente 
alla concentrazione minima alla quale il peptide è in grado di inibire la crescita 
microbica, è stato eseguito il 'broth microdilution susceptibility test' secondo le 
linee guida suggerite dalla N ational Committee for Clinical La bora tory Standards 
(NCCLS). 
Per questo saggio sono state utilizzate piastre per micrometodo sterili a 96 
pozzetti. A partire dal secondo pozzetto di ogni fila, sono stati dispensati 50 µL di 
terreno (MH, tampone fosfato contenente TSB a diverse percentuali o RPMI-
1640), mentre nel primo pozzetto di ogni fila ne è stata messa una quantità pari a 
100-x µL, dove x corrisponde al volume del peptide da saggiare aggiunto in modo 
da ottenere una concentrazione doppia rispetto al valore finale desiderato. Sono 
state successivamente eseguite delle diluizioni seriali prelevando 50 µL di soluzione 
dal primo pozzetto e portandoli nel secondo, dove sono stati mescolati al terreno 
già presente, poi dal secondo al terzo e così via per tutti i pozzetti fino al 
penultimo. L'ultimo pozzetto di ogni fila, non contenente peptide, funge così da 
controllo positivo di crescita. Ad ogni pozzetto sono stati poi aggiunti 50 µL di 
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sospensione cellulare nel terreno opportuno, alla concentrazione di 5 · 105 
CFU / mL per i batteri e di 1 · 105 CFU / mL per i funghi, in modo che la 
concentrazione finale in ogni pozzetto risulti, rispettivamente, pari a 2. 5 · 105 o 5 · 
104 CFU /mL. Per verificare la concentrazione cellulare un'aliquota della 
sospensione è stata prelevata e, dopo opportune diluizioni, piastrata per il 
successivo conteggio delle unità formanti colonie (CFU). 
Le piastre per micrometodo così allestite sono state incubate a 30°C o 3 7°C per 
consentire la crescita, rilevabile visivamente come torbidità del terreno o come 
presenza di un fondello nel pozzetto. 
La lettura del valore di MI C, corrispondente alla concentrazione di peptide 
presente nel primo pozzetto limpido, è stata effettuata dopo 24 o 48 ore di 
incubazione, rispettivamente per i batteri e i funghi. 
5.9.2. SAGGI DI PERMEABILIZZAZIONE DI MEMBRANE BATTERICHE 
5.9.2.1. Permeabilizzazione della membrana interna di E. coli ML-35 
I batteri utilizzati, ottenuti come precedentemente descritto, sono stati 
centrifugati a 1000 rpm per 1 O min e il pellet è stato riso speso in 15 mL di tampone 
fosfato 1 O mM, pH 7.4 contenente 100 mM N a Cl e 5 mM glucosio. Dopo lettura a 
600 nm, la sospensione è stata diluita fino ad una concentrazione di 108 CFU / mL. 
80 µL di questa sospensione sono stati aggiunti a 680-x µL di tampone in 
presenza/ assenza di un'opportuna concentrazione di esopolisaccaride, 40 µL di 
ONPG 30 mM e, per ultimi, x µL di ionoforo. Le letture sono state eseguite a 405 
nm, in cuvette di plastica termostatate a 3 7 °C, dopo tempi diversi d'incubazione. 
5. 9 .2.2. Permeabilizzazione della membrana esterna di E. coli ML-35 
I batteri sono stati fatti crescere overnight in presenza di ampicillina alla 
concentrazione di 50 µg/ mL; dalla coltura overnight sono stati prelevati 300 µL, che 
sono stati inoculati in 15 mL di MH con ampicillina (50 µg/ mL) e fatti crescere per 
circa 2 ore a 37°C. La sospensione cellulare è stata poi allestita come per il saggio di 
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permeabilizzazione della membrana interna. A (680 - x) µL cli tampone sono stati 
aggiunti, nell'ordine, 80 µL della sospensione cellulare, 40 µL cli CENTA ™ 1 mM 
e x µL cli peptide. Le letture sono state eseguite a 405 nm, in cuvette cli plastica 
termostatate a 37°C, dopo tempi diversi d'incubazione. 
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The synthesis of a new e~ of amphiphilic calix[4)arene-based 
ionophores, relying on direct reductive amination as a key step, 
and the evaluation oftheir H+ and Na+ transporting properties 
is described. 
The control of membrane permeability is of paramount impor-
tance for ali living organisms1 and, since the publication of the 
first successful model, reported by Tabushi and co-workers in 
1982,2 synthetic chemists have designed and constructed a variety 
of chemically diverse and effective low molecular weight ion 
conductors. 
A recent survey from Matile3 shows that among non-peptide 
systems, the rigid steroid scaff old is gaining more attention: 
monomeric and dimeric steroids self-assemble into barrel-like 
supermolecules and exert powerful ionophoric activities. However, 
in this context, only one example is known where a sterol-based 
ionophore forms a membrane spanning, tunnel-like, unimolecular 
channel.4 
Unimolecular ion channels are considered a particularly 
attractive model to study, in that most of the biochemical 
processes that characterize life (signal transduction, muscle 
contraction, proton-coupled ATP-synthesis, and so on), depend 
on it. In cells they can be found in high molecular weight 
transmembrane proteins ("pore helix").1 
With the idea to synthesiz.e new steroid-based transmembrane 
unimolecular ionophores, we designed a new class of compounds 
incorporating the versatile calix[4]arene platform, an ideai 
molecular scaffold offering easy protocols of derivatization, 
different preorganized structures and showing ion affinity.5 
In this paper, we describe the synthesis and the H+ and Na + 
transporting activity of five conformationally restricted calix[4]-
arene-3i:x., 12i:x.-dihydroxy-24-amino-cholane conjugates synthesized 
in both the 1,3-alternate and the eone conformations in order to 
understand the influence of the overall length of compounds on 
the ion transporting properties. Preliminary molecular mechanics 
studies indicated a 35.0 ± 2.0 A length for derivatives 1-3, and a 
25.0 ± 2.0 A length for derivatives 4-5, in their fully extended 
conformation (Fig. 1).6 
The synthetic strategy chosen to assemble the four amine units 
with the 1,3 alternate calix[4]arene scaffold, relied on the reductive 
amination reaction. To this end the steroid amine 8 was prepared 
t Electronic supplementary information (ESI) available: full synthetic and 
analytical details, and results of permeability studies on liposomes. See 
http://www.rsc.org/suppdata/cc/b4/b415908j/ 
*iizzo@unisa.it (Irene Izzo) 
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according to Scheme 1 in five steps and 37% overall yield.f 
Tue tetraaldehyde 9 (Fig. 2) was synthesized through Cs2C03 
tetraalkylation (known to induce 1,3-alternate calix(4]arene 
conformation) from commercially available calix[4]arene and 
2-methoxyethyl p-toluensulfonate.7 High yield tetraformylation8 
furnished the expected, stable, tetraaldehyde (61% overall yield). 
Direct reductive amination of9, in the presence of a slight excess 
(0.5 eq. per functional group) of amine 8 and the mild reducing 
agent sodium triacetoxyborohydride (NaBH(OAc)3)
9 afforded in 
good yield (78%) the tetraaminated 1. To evaluate the effect of the 
steroid substituents in the H+ and Na + transporting essays, two 
related compounds (2 and 3) were also prepared. K2C03-mediated 
C-3 selective hydrolysis gave the C-12 tetracetylated 2 (92%). 
Full deprotection was obtained with methanolic KOH and gave 3 
(89'1/o). 
The synthesis of the calix[4]arene eone analogues 4 (63% yield) 
and 5 (98%) was realized in a similar manner starting from the 
tetraalkylated aldehyde 10 (Fig. 2). This was obtained through 
HN NH NH + ~ """' + I 
~/ ~--
I 
OR' 
1, R, R' = Ac 4, R, R' =Ac 2, R = H, R' = Ac 
OR 5, R = H, R' = Ac OR 3, R, R' = H 
Fig. 1 Calix[4]arene-cholic acid conjugates 1-5. 
OH R 
I 
a, b OAc 
d e 7. R=OH c .. e · 8, R = NH2 OH 6 OAc 
Scbeme 1 Reagents and conditions: a. AoP, Py, DMAP, CH2Cli; b. 
BH3·THF, THF, O °C; c. TsCI, Py, CH2Cl2; d. NaN3, DMF, 60 °C; e. H2, 
Pt02, EtOH (37%, 5 steps). 
9 10 
Fig. 2 Calix[4]arene scaffolds. 
NaH mediated alkylation10 of calix[4]arene and subsequent 
formylation. 8 
The ionophoric properties of compounds 1-5 were investigated 
in large unilamellar vesicles (100 nm diameter) with a 95 : 5 egg 
phosphatidylcholine (PQ and egg phosphatidylglycerol (PG) lipid 
composition. Ultrafiltration experiments and UV-Vis analysis of 
the water solution, free of vesicles, showed that more than 95% of 
the calixarene derivatives were bound to the aggregate. Tue ability 
of the ionophores to mediate a pH or Na + gradient collapse was 
measured using two different essays based, respectively, on the 
response of the intravesicular pH-sensitive pyranine fluorophore, 11 
and on a 23Na + NMR experiment.12 Kinetic experiments were run 
at 25 °C and in both processes we found first order kinetic profiles. 
The fitting of the data 13 allows one to obtain the apparent first 
order rate constants (kobs, min -l) for the transport of H+ or Na + 
across the membrane. Tue data obtained at a fixed 1 % molar ratio 
of calixarene derivatives with respect to the total concentration of 
lipid are reported in Table 1. 
lnspection of Table 1 shows that all the calixarene derivatives 
are eff ective in promoting the transport of both ions although to a 
different extent. In particular, compounds 1-3, characterized by 
the 1,3-alternate conformation, are clearly more active than 
compounds 4, 5 which display the eone conf ormation. As a 
matter of fact, the activity of compounds 1-3 are comparable in 
the case of Na+ or higher in the case of H+ than that of 
amphotericin B, a natural occurring ionophore which is often 
taken as a reference compound.14 Tue tetracetylated derivative 2 is 
the most active both in the transport of H+ and Na+ while an 
inverse selectivity is observed between 1 and 3 with the first more 
active than the second in the transport of H+ and slightly less 
active in that of the Na + ion. However, these activity differences 
Table 1 Observed rate constants (min -I) for the entry of H+ (kli) and 
Na + (kNJ into 95 : 5 egg PC/PG vesicles in the presence of the different 
ionophores (1% respect to the total concentration of lipids)° 
Ionophore kH kNa 
None 0.043 3.3 X 10-Sb 
1 0.90 1.21 X 10-3 
2 1.06 1.96 X 10-3 
3 0.47 1.92 X 10-3 
4 0.14 6.01 X 10-4 
5 0.13 6.53 X 10-4 
Amphotericin B 0.14 2.67 X 10-3c 
a The total concentration of lipid was 0.17 mM and 10 mM in the 
H+ and Na+ experiments, respectively. T = 25 °C. b Estimated from 
initial rate. e Ref. 13. 
5.-----------. 
o 0.5 15 o 0.5 1.5 2 
mo I% ionophorc mol%1onophorc 
Fig. 3 Plot of kobs for the transport of H+ (left panel) and Na + (right 
panel) as a function of molo/o of 2 (e) and 5 (O). 
are very small indicating that in these systems there is not a clear 
preference toward free or acetylated hydroxyl moieties. 
Fig. 3 reports the dependence of kobs versus the concentration of 
2 and, for comparison, of 5. Increasing the concentration of 
ionophore the rate of transport of H+ and Na + increases linearly 
and the same linear dependence is observed with the other 
calixarene derivatives. This linear dependence of transport rate on 
ionophore concentration, taken together with the higher activity of 
the 1,3-alternate derivatives characterized by a length that roughly 
matches the thickness of the hydrophobic core of the membrane, 
is in full accord with a unimolecolar transmembrane active 
structure.3 On the contrary, the eone derivatives are too short to 
span the membrane and the formation of an active structure 
probably requires the assembly of more than one molecule.15 This 
process is clearly less favoured with respect to a unimolecular pore 
formation and, therefore, the eone derivatives are less active than 
the 1,3 alternate isomers. 
In conclusion the f rrst example of artificial ionophores 
presenting calix[4]arene-cholic acid substructures is reported.16 
These compounds seem to act through a unimolecolar mechanism; 
this result, together with the diff erent activity of compounds 2 and 
5, suggest that the overall length plays a criticai role in the ion 
transporting properties. Studies to better evaluate the mechanism 
of action, the ion selectivity, and towards the synthesis of more 
efficient ionophores, using different steroidal scaff olds, are in 
progress. 
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